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1. LAS MNKs: PROTEÍNAS QUINASAS QUE INTERACCIONAN CON MAPK 
1.1 FAMILIA DE LAS MNKs 
 
En 1997, dos equipos de investigación independientes descubrieron las MNKs 
(MNK1 y MNK2). Uno de ellos, utilizando el sistema de doble híbrido en levaduras para 
identificar proteínas de unión a la quinasa regulada a través de señalización 
extracelular 2 (ERK2), identificó a MNK1 y MNK2 de ratón como una subfamilia de 
Ser/Thr quinasas, y determinó que MNK1 interacciona con ERK2 y p38 MAPK mientras 
que MNK2 interacciona con ERK2. Además, los autores demostraron que MNK1 se 
activa por agentes que estimulan a ERK (suero, ésteres de forbol) y a p38 MAPK α/β 
(hiperosmolaridad, radiación UV-C o citoquinas proinflamatorias) (Waskiewicz y col., 
1997). El otro grupo de investigadores identificó a la MNK1 humana mediante un 
estudio utilizando librerías de expresión en bacterias para buscar sustratos de ERK1. 
Estos estudios establecieron que la MNK1 humana es fosforilada por ERK y por p38 
MAPK α/β pero no por la proteína quinasa activada por mitógenos 8 (JNK1 o MAPK8) 
(Fukunaga y Hunter, 1997). 
  
Los dominios catalíticos de MNK1 y MNK2 presentan aproximadamente un 70% 
de identidad de secuencia (Roux y Blenis, 2004). Todas las MNKs, tanto de ratón como 
de humano, contienen un dominio catalítico conservado donde hay dos residuos de 
Thr (en humanos, residuos 209 y 214 en MNK1 y 244 y 249 en MNK2) que conforman 
el bucle de activación, el cual es importante para la actividad de estas quinasas. Las 
MNKs tienen en común con otras proteínas quinasas, como la proteína quinasa 2 
activada por MAPK (MK2), la proteína quinasa 3 activada por MAPK (pK3 o MK3), la 
proteína quinasa 5 activada por MAPK (MK5), la proteína p90S6 quinasa (RSK) y la 
proteína quinasa activada por mitógenos y estrés (MSK), que en el bucle de activación 
del dominio catalítico tienen treoninas seguidas de prolinas como residuos 
fosforilables, siendo así sustratos potenciales de la fosforilación por las MAPK. Sin 
embargo, los dominios catalíticos de las MNKs, a diferencia de otras quinasas, 
presentan ciertas particularidades, entre las que destaca la presencia del motivo DFD 
Introducción 
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(Asp-Phe-Asp) en el subdominio VII en lugar de DFG (Asp-Phe-Gly). Además, los 
dominios catalíticos de MNK1 y MNK2 contienen 2 insertos, uno de ellos localizado 
entre el motivo DFD y el bucle de activación y el otro junto al motivo APE (Ala-Pro-Glu) 
en el subdominio VIII. Estas características también se encuentran en la quinasa LK6, 
que es una proteína de Drosophila melanogaster muy cercana a las MNKs (Buxade y 
col., 2008b). Los estudios de las estructuras tridimensionales de los dominios 
catalíticos de MNK1 y MNK2 expresadas en bacterias indican que el bucle de activación 
de MNK2 muestra una inusual conformación abierta y el motivo DFD interfiere en la 
unión a ATP. Sin embargo, el bucle de activación de MNK1 parece tener un módulo 
autoinhibitorio porque la conformación que adquiere impide la unión a ATP (Jauch y 
col., 2006; Jauch y col., 2005). 
 
Existen dos genes que codifican para las MNKs, MNK1 y MNK2. En ratón, estos 
genes dan lugar a dos proteínas, MNK1 y MNK2. Sin embargo, en humanos, cada uno 
de estos genes da lugar a dos isoformas distintas (MNK1a, MNK1b y MNK2a, MNK2b), 
como consecuencia de que la expresión de cada uno de ellos origina dos mRNAs por 
procesamiento alternativo. Cada par de proteínas procedentes del mismo gen (MNK1a 
y MNK1b; MNK2a y MNK2b) son idénticas en su región N-terminal y sus dominios 
catalíticos pero poseen distintas regiones C-terminales, de manera que las isoformas 
“a” son más largas que las “b” (Figura 1A). Las MNKs inicialmente descritas son las 
formas largas, MNK1a y MNK2a. Ambas presentan en la zona C-terminal un dominio de 
unión a las MAPK, de secuencia LARRR en MNK1 y LAQRR en MNK2. MNK2b fue 
identificada como proteína de unión al receptor de estrógenos β (ERβ)  (Slentz-Kesler y 
col., 2000). MNK1b fue identificada en 2004 al clonar MNK1 a partir del RNA de células 
HL-60 (O'Loghlen y col., 2004a). Esta proteína ha perdido el exón 12 por 
procesamiento alternativo, lo que produce un cambio en el marco de lectura 
generándose un codón de parada que hace que se forme una proteína con un extremo 
C-terminal distinto. De esta manera, MNK1b pierde 89 aminoácidos (336-424), los 
cuales son reemplazados por 12 aminoácidos distintos (336-347), a los que se 



































Figura 1. Esquema general de las MNKs humanas y secuencias de MNK1a/b. (A) Todas las MNKs 
presentan una secuencia de localización nuclear (NLS) y las treoninas del dominio catalítico, mientras 
que sólo MNK1a tiene la secuencia de exportación nuclear (NES), y solamente MNK1a y MNK2a 
poseen el dominio de unión a MAPK. (B) Secuencias de MNK1a y MNK1b en las cuales se señalan los 
12 últimos aminoácidos de MNK1b y los correspondientes de MNK1a (letra en negrita), los sitios de 
fosforilación (en rojo), el dominio de unión a las MAPK (letra cursiva y en negrita) y los dominios de 
































































































































































































Las cuatro isoformas contienen en su extremo N-terminal una región polibásica 
que es la zona de unión al factor de iniciación eucariótico 4G (eIF4G), proteína de 
anclaje a cuyo extremo C-terminal se unen las MNKs para fosforilar eficientemente al 
factor de iniciación eucariótico 4E (eIF4E) (Pyronnet y col., 1999). Además, esta región 
es una secuencia de localización nuclear (NLS) porque también se une a la α-importina, 
una carioferina implicada en el transporte de proteínas al núcleo celular, aunque los 
residuos de esta región que se requieren para la unión a la α -importina y al eIF4G no 
son los mismos (Parra-Palau y col., 2003). MNK1a también posee en la región C-
terminal una secuencia de exportación nuclear (NES), lo que convierte a MNK1a en 
citoplasmática (Parra-Palau y col., 2003). MNK1b pierde esta secuencia y, en 
consecuencia, su localización puede ser tanto citoplasmática como nuclear. Aunque 
MNK2a y MNK2b tampoco tienen secuencia NES, sólo MNK2b se encuentra 
principalmente en el núcleo, mientras que MNK2a es citoplasmática. Este 
comportamiento puede deberse a que el extremo C-terminal de MNK2a podría 
interferir en la unión de la región polibásica (NLS) con la α-importina impidiendo su 
entrada al núcleo (Scheper y col., 2003). 
 
MNK1 en ratón se expresa en todos los tejidos adultos y MNK2 también, con 
excepción del cerebro donde los niveles se encuentran muy reducidos. La expresión de 
ambas proteínas es especialmente abundante en músculo esquelético en comparación 
con el resto de tejidos (Waskiewicz y col., 1997). En humanos, MNK1a se expresa más 
en corazón, placenta, hígado y páncreas respecto a cerebro, pulmón, músculo 
esquelético y riñón. MNK1b se expresa de forma similar en todos los tejidos estudiados 
excepto en músculo esquelético, donde los niveles son bajos, y en páncreas, donde la 






1.2 SUSTRATOS DE LAS MNKs 
1.2.1 Factor de iniciación eucariótico 4E (eIF4E) 
 
El eIF4E es el primer sustrato de las MNKs que se identificó, mediante ensayos 
de actividad quinasa in vitro (Waskiewicz y col., 1997). Este factor se une 
específicamente al cap (una estructura m7GpppX localizada en el extremo 5’ del mRNA 
en eucariotas), formando parte del complejo eIF4F reclutando así al ribosoma y siendo 
clave en la regulación de la iniciación de la traducción dependiente de cap (Gingras y 
col., 1999). En eucariotas superiores, el eIF4F está formado por tres factores: eIF4E, 
eIF4A, que es una RNA helicasa dependiente de ATP, y eIF4G, que es una proteína de 
anclaje (Figura 2). Se ha demostrado que el eIF4E se fosforila fisiológicamente en la Ser 
209 después del tratamiento de las células con factores de crecimiento, hormonas y 
mitógenos (Flynn y Proud, 1995; Joshi y col., 1995; Makkinje y col., 1995). También se 
ha comprobado que la inhibición de las vías de señalización celular de ERK1/2 o p38 
MAPK reduce la fosforilación del eIF4E (Wang y col., 1998). Estas correlaciones 
establecen que las MNKs presentan actividad eIF4E quinasa in vivo, lo cual ha sido 
confirmado por el hecho de que el eIF4E se encuentra completamente desfosforilado 
en ratones knock-out para MNK1 y MNK2, que además no presentan ninguna 
consecuencia fenotípica aparente (Ueda y col., 2004).  
 
La regulación del eIF4E es muy importante por ser un factor que está presente 
en la célula a una concentración limitante (0.01-0.2 moléculas por ribosoma), 
comparada con la de otros factores de iniciación eucariotas (eIFs) (0.3-0.5 moléculas 
por ribosoma) (Duncan y col., 1987). La actividad del eIF4E se regula por dos 
mecanismos diferentes: fosforilación/desfosforilación o disponibilidad del eIF4E para 
participar en la iniciación. Aunque hay muchos estudios sobre el papel de la 
fosforilación del eIF4E, aún hoy no se conoce claramente cuál es su significado 
biológico. Se ha demostrado que la fosforilación del eIF4E disminuye su afinidad por el 
cap del mRNA (Scheper y col., 2002) y se han propuesto distintos modelos para 
explicar este efecto (O'Loghlen y col., 2004b; Slepenkov y col., 2006). También hay 
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estudios que indican que después de un choque osmótico la inhibición de las MNKs no 
afecta a la recuperación de la síntesis global de proteínas, lo que implica que para ello 
no se requiere la fosforilación del eIF4E. Sin embargo, estos resultados muestran una 
deficiencia en el ensamblaje de polisomas en células tratadas con el inhibidor de MNK, 
CGP57380, conllevando la posibilidad de que la fosforilación del eIF4E contribuya de 
algún modo a la formación de polisomas (Morley y Naegele, 2002). Además, existen 
datos más recientes que indican que las MNKs regulan positivamente la traducción y el 
ensamblaje de polisomas (Bianchini y col., 2008; Zhang y col., 2008). En cambio, a 
diferencia de estos trabajos, existen otros que muestran resultados opuestos que 
revelan que las MNKs son reguladores negativos de la síntesis de proteínas. La 
sobreexpresión de las MNKs disminuye la traducción dependiente de cap en neuronas 
de Aplysia sugiriendo que la hiperfosforilación del eIF4E disminuye la síntesis de 
proteínas (Ross y col., 2006). Además, el tratamiento de células con CGP57380 mejora 
ligeramente la traducción dependiente de cap (Knauf y col., 2001), lo que está acorde 
con la idea de que las MNKs pueden jugar un papel negativo en la traducción 
dependiente del eIF4E. También se ha demostrado que transfectando células con 
siRNAs frente a MNK1a y MNK1b, para suprimir la expresión endógena de estas 
proteínas, se produce una disminución significativa en la fosforilación del eIF4E que 
induce un aumento en la formación del complejo eIF4F sin afectar a la síntesis global 
de proteínas (O'Loghlen y col., 2004b).  
 
Por otro lado, los niveles activos del eIF4E se regulan mediante la interacción 
con la familia de proteínas de unión al eIF4E, 4E-BPs (4E-BP1, 2 y 3) (Gingras y col., 
1999; Raught y col., 2000). El eIF4E tiene un mismo dominio de unión tanto para las 
4E-BPs como para el eIF4G, lo que permite que las 4E-BPs puedan ejercer una 
inhibición competitiva sobre el eIF4E. Esto impide la interacción con el eIF4G e 
imposibilita que forme parte del complejo eIF4F, inhibiendo, por tanto, la traducción 
de proteínas dependiente de cap (Marcotrigiano y col., 1999; Svitkin y col., 2005). La 
unión de 4E-BPs al eIF4E está regulada por la fosforilación (Lin y col., 1994; Pause y 
col., 1994), de modo que cuando las 4E-BPs están hipofosforiladas se unen con avidez 
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al eIF4E mientras que si están hiperfosforiladas en diferentes residuos de Ser o Thr 
disminuye su eficacia de unión a este factor. Los estímulos que promueven el 
crecimiento celular provocan la fosforilación de las 4E-BPs, mientras que la infección 
de algunos tipos de virus y ciertas situaciones de estrés celular provocan la 





















             Las actividades eIF4E quinasa basales de las diferentes isoformas de MNK son 
distintas, al igual que su regulación (Tabla 1). MNK1a presenta baja actividad que 
aumenta en presencia de ERK o p38 MAPK, y disminuye con agentes que bloquean 
estas vías de señalización. Sin embargo, MNK2a posee una actividad basal muy alta, 
que puede ser débilmente incrementada por ERK. Los inhibidores de las rutas de 
Figura 2. Modelo del mecanismo de acción de los factores eIF4 implicados en la traducción de 
mRNAs dependientes de la estructura cap. El complejo eIF4F, formado por los factores eIF4E, 
eIF4A (4A) y eIF4G, se asocia al complejo de preiniciación 43S y al mRNA para formar el complejo 
de inciación 48S. El eIF4G se une al eIF4E en el extremo N-terminal a través de un dominio de 
unión, y al eIF4A y eIF3 (3) a través de un dominio situado en la zona central. Además, el eIF4A 
tiene otro dominio de unión en el extremo C-terminal. El eIF4G también tiene la capacidad de 
interaccionar a través de su extremo N-terminal con la proteína PABP y  por el extremo C-terminal 
con MNK1/2. La fosforilación del eIF4E es realizada in vivo por MNK1 cuando ambas proteínas se 





































señalización de ERK o p38 MAPK son capaces de reducir la actividad de MNK2a, pero 
sólo débilmente. Estas propiedades parecen estar relacionadas con la capacidad de 
MNK2a para permanecer unida a ERK, incluso después de que ERK haya sido activada 
por fosforilación. Aunque, al igual que MNK2a, MNK1a también posee el dominio de 
unión a MAPK, ésta no se une de forma estable a ERK activada (Buxade y col., 2008b). 
MNK2b tiene una actividad basal muy baja y aún se desconocen las condiciones en las 
cuales se podría incrementar dicha actividad (Scheper y col., 2003). MNK1b muestra 
una alta actividad basal, más alta que la que presenta MNK1a, y su actividad es 
independiente de la activación de ERK/p38 MAPK (O'Loghlen y col., 2004a). Sin 
embargo, hay estudios que muestran que, aunque MNK1b no es activada por ERK, sí 
puede responder a la activación de otras vías de señalización de las MAPK como la de 
p38 y quinasas c-Jun N-terminal (JNKs) aumentando ligeramente su actividad (Goto y 
col., 2009). La presencia de las dos treoninas del bucle de activación de MNK1b es 
necesaria para su actividad, pero dicha actividad no depende del estado de 
fosforilación de las mismas. El hecho de que MNK1b pierda 77 aminoácidos en su 
extremo C-terminal respecto a MNK1a no justifica su alta actividad eIF4E quinasa, lo 
que parece indicar que MNK1bSR podría ser importante para dicha actividad 
(O'Loghlen y col., 2007). No obstante, otros autores han obtenido resultados distintos, 
sugiriendo que es la falta de estos 77 aminoácidos la característica responsable de la 
























MNK1a Baja ERK y p38 MAPK Citoplasmática 
 
C-terminal largo que 
contiene NES y dominio 
de unión a MAPK 
 




C-terminal muy corto que 
ha perdido NES y el 
dominio de unión a MAPK 
 
MNK2a Muy alta 
Débilmente por ERK 
y p38 MAPK 
Citoplasmática 
 
C-terminal largo que no 
contiene NES pero sí el 
dominio de unión a MAPK 
 




C-terminal corto que ha 
perdido NES y el dominio 




1.2.2  Factor de iniciación eucariótico 4G (eIF4G) 
 
El factor eIF4G es una proteína compleja que interacciona con multitud de 
componentes de la maquinaria traduccional siendo el verdadero puente entre el 
mRNA y el ribosoma. El eIF4G es capaz de interaccionar con MNK, eIF4E, eIF4A, eIF3, la 
proteína de unión a la cola de poli adeninas (PABP) y con el propio mRNA, lo que hace 
que esté implicado en varios procesos de la traducción como son: a) circularización del 
mRNA a través de la interacción con PABP y eIF4E (Wells y col., 1998), b) reclutamiento 
de la subunidad 40S del ribosoma al extremo 5’ del mRNA gracias a las interacciones 
con el eIF4E y el eIF3, c) apertura de la estructura secundaria de la secuencia localizada 
en el extremo 5’UTR (región no traducible del mRNA) por acercamiento del eIF4A a 
esta región (Rozen y col., 1990) y d) acercamiento de la quinasa MNK1 a su sustrato, 
eIF4E (Pyronnet y col., 1999). Las MNKs se unen a través de su región polibásica, 
localizada en el extremo N-terminal, al extremo C-terminal del eIF4G (Waskiewicz y 
Tabla 1. Características de las isoformas de las MNKs humanas. 
Introducción 
 16 
col., 1999) mientras que el eIF4E lo hace a la región N-terminal del eIF4G (Lamphear y 
col., 1995) (Figura 2). Aunque hay estudios que sugieren que MNK puede fosforilar a 
eIF4G in vitro (Pyronnet y col., 1999), aún no hay una demostración clara de que esto 
ocurra ni del papel biológico que este hecho pueda tener.  
 
1.2.3. Proteínas que unen elementos ricos en AU (AREs): hnRNP A1 y PSF   
  
La ribonucleoproteína heterogénea nuclear A1 (hnRNP A1) y el factor de 
splicing asociado a la proteína de unión al tramo de polipirimidina (PSF) son proteínas 
de unión a zonas de las regiones 3’ no traducibles (3’ UTRs) de los mRNAs que son ricas 
en residuos de A y U denominadas AREs. 
 
hnRNP A1 es una proteína muy abundante que interviene en el metabolismo 
del mRNA. Aunque principalmente es nuclear, esta proteína está continuamente 
transportándose entre el núcleo y el citoplasma. Las MNKs fosforilan a hnRNP A1 en 
los residuos Ser 192 y Ser 310, en respuesta a la activación de las células T (Buxade y 
col., 2005). La fosforilación de hnRNP A1 disminuye su capacidad de interaccionar con 
el mRNA del factor de necrosis tumoral α (TNFα) sugiriendo que las MNKs juegan un 
papel importante en la regulación de mRNAs específicos. Además hnRNP A1 también 
se fosforila en respuesta a estrés osmótico dependiente de p38 (van der Houven van 
Oordt y col., 2000) indicando que las MNKs también regulan la traducción de mRNAs 
específicos en condiciones de estrés.  
 
PSF es una proteína nuclear que interviene en la transcripción y el 
procesamiento del RNA. Junto a p54nrb, PSF forma el factor de transcripción y 
procesamiento (transcription-splicing) que está implicado en diversas funciones 
biológicas. Las MNKs fosforilan a PSF in vitro en los residuos Ser 8, que es fosforilado 
preferencialmente por MNK2, y Ser 283. Estas fosforilaciones incrementan la unión de 
PSF al mRNA del TNFα in vivo sugiriendo que las MNKs pueden regular el destino de 
mRNAs específicos modulando su unión a PSF/ p54nrb  (Buxade y col., 2008a). 
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1.2.4. Fosfolipasa A2 citoplasmática: cPLA2 
 
La fosfolipasa A2 citoplasmática (cPLA2) juega un papel clave en la producción 
de eicosanoides, que participan en procesos de inmunidad e inflamación. MNK1 
fosforila a cPLA2 en la Ser 727 in vitro (Hefner y col., 2000), lo que se regula mediante 
la vía de señalización de p38 MAPK en células. Esta fosforilación produce la activación 
de cPLA2 con lo que se libera ácido araquidónico de los glicerofosfolípidos para la 
producción de eicosanoides. Además, otras quinasas que se activan a través de p38 
MAPK, MSK1 y MK5, también fosforilan a cPLA2 (Buxade y col., 2008b).  
 
 1.2.5. Sprouty: Spry2  
 
La proteínas sprouty (Spry) son un grupo de proteínas asociadas a membrana 
que suprimen la activación y/o señalización de ERK (Bundschu y col., 2006). MNK1 
fosforila a Spry2 en los residuos Ser 112 y Ser 121, y la sustitución de los mismos por 
Ala produce la desestabilización de Spry2 (DaSilva y col., 2006). El inhibidor de MNK, 
CGP57380, también lleva a la degradación de Spry2, sugiriendo que la fosforilación de 
Spry2 mediada por MNK1 podría alargar su vida media y, por tanto, su capacidad de 
inhibir la señalización de ERK. 
 
1.3 IMPORTANCIA DEL eIF4E EN CÁNCER 
 
En 1990 se publicó el primer trabajo que implicaba al eIF4E en el control del 
crecimiento celular y la transformación neoplásica (Lazaris-Karatzas y col., 1990). Estos 
autores demostraron que la sobreexpresión del eIF4E en la línea celular NIH3T3 da 
lugar al crecimiento de colonias en agar y produce tumores cuando se inoculan en 
ratones. Así mismo, otros autores han demostrado que la inhibición del eIF4E reduce 
el crecimiento de tumores y la malignización en modelos experimentales (De Benedetti 
y Graff, 2004; Graff y col., 1995). Por otra parte, se ha demostrado que el eIF4E se 
encuentra sobreexpresado en una gran variedad de tipos de cáncer como en tumores 
de mama, cuello y cabeza, colon, próstata, riñón, pulmón, etc. lo que se relaciona con 
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la progresión de la enfermedad (Culjkovic y Borden, 2009; De Benedetti y Graff, 2004; 
Thumma y Kratzke, 2007). 
 
 El eIF4E puede modular la expresión génica a dos niveles (Figura 3): 
 
a) Participando en el transporte de algunos mRNAs del núcleo al citoplasma 
El transporte del eIF4E al núcleo se produce gracias a la proteína 
transportadora del eIF4E (4E-T), la cual se une al eIF4E a través de los sitios de unión 
compartidos con 4E-BPs y eIF4G y, simultáneamente, interactúa con los receptores 
nucleares (Dostie y col., 2000). En el núcleo, la capacidad del eIF4E para regular la 
exportación de mRNAs depende de su estado de fosforilación y de los elementos 
sensibles al eIF4E (4E-SE: eIF4E sensitivity element) presentes en las regiones 3’UTR de 
los mRNAs (Culjkovic y col., 2005). En este proceso, el eIF4E se asocia con la proteína 
transportadora nuclear CRM1, los mRNAs específicos y los cofactores adecuados para 
facilitar la salida al citoplasma (Culjkovic y col., 2006; Topisirovic y col., 2009). Además, 
la sobreexpresión del eIF4E altera la composición del poro nuclear lo que conlleva un 
incremento de la exportación de mRNAs específicos (Culjkovic-Kraljacic y col., 2012). 
Algunos de los mRNAs que son transportados del núcleo al citoplasma mediante el 
eIF4E son los de proteínas implicadas en el crecimiento celular como la ciclina D1, 
ornitina descarboxilasa (ODC) y HDM2 (Phillips y Blaydes, 2008; Rousseau y col., 1996; 
Topisirovic y col., 2004).  
 
b) Aumentando la eficiencia traduccional de algunos mRNAs que ya están en el 
citoplasma 
Aquellos mRNAs con estructuras secundarias complejas en la región 5’ no 
traducible (5’UTR) son particularmente dependientes de la actividad del eIF4E, con lo 
que un aumento de la expresión del eIF4E estimula de forma preferente la traducción 
de estos mRNAs, que codifican para proteínas implicadas en la proliferación y la 
apoptosis (Gingras y col., 1999). Algunas de estas proteínas son el factor de 
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos 
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(FGF), que facilitan la angiogénesis, Bcl-2, que participa en la supervivencia celular, 
metaloproteinasas (MMPs), implicadas en la invasión, y c-myc, ciclina D1 y ODC que 
estimulan el crecimiento (Bilanges y Stokoe, 2007; Culjkovic y col., 2007). Además, el 
eIF4E también se ha encontrado formando parte de cuerpos de procesamiento o P-
bodies y gránulos de estrés lo que indica que participa en el secuestro y/o recambio 















Como se explica en el apartado 1.2.1, a pesar del gran número de trabajos 
realizados en los últimos años, hasta el momento no se ha establecido el papel 
funcional de la fosforilación del eIF4E. Por un lado, parece claro que disminuye la 
afinidad del eIF4E por el cap de los mRNAs (Scheper y col., 2002) y que puede regular 
el transporte de determinados mRNAs del núcleo al citoplasma (Topisirovic y col., 
Figura 3. Funciones del eIF4E en la modulación de la expresión génica. (A) En el núcleo, 
representado en gris oscuro, se encuentran las proteínas de unión al cap, eIF4E y CBC (complejo de 
unión a cap). La mayoría de los mRNAs son exportados al citoplasma mediante su unión a CBC y a 
través de NXF1 (nuclear RNA export factor 1), proteína transportadora. Los mRNAs se representan 
como líneas negras y los círculos negros representan el cap. La salida al citoplasma de los mRNAs 
que presentan 4E-SE, en verde, se produce mediante CRM1. En el citoplasma, los mRNAs con 
estructuras 5’ UTR, en rojo, se traducen preferencialmente de modo dependiente del eIF4E. Los 
recuadros de colores se corresponden a los niveles de regulación mostrados en (B). (B) 
Representación esquemática que muestra cómo el eIF4E, en función de las señales de los mRNAs, 











2004). También hay estudios que apoyan el papel de la fosforilación del eIF4E en la 
tumorogénesis, ya que se ha demostrado que la fosforilación del eIF4E nuclear parece 
ser importante para el control del transporte del mRNA de la ciclina D1 y de las 
propiedades transformantes del eIF4E. Otros estudios han establecido que la 
fosforilación del eIF4E en la Ser 209 por las MNKs es un requisito absoluto para la 
acción oncogénica de éste. Así, en varias líneas tumorales de mama, la sobreexpresión 
del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) se correlaciona 
con la actividad de las MNKs y la inhibición de las MNKs, con el inhibidor específico 
CGP57380, reduce la formación de colonias en agar (Chrestensen y col., 2007b). 
Además, en un modelo experimental de ratones, la sobreexpresión de una MNK1 
constitutivamente activa disminuye la apoptosis y acelera la aparición de tumores 
mientras que un mutante inactivo atenúa la aparición de estos tumores (Wendel y col., 
2007). La tumorogénesis se suprime por la pérdida de MNK1/2 en otro modelo de 
ratón con linfoma fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) negativo (Ueda 
y col., 2010). Recientemente, se han descrito niveles significativamente más altos del 
eIF4E fosforilado en tejido tumoral humano que en los tejidos sanos adyacentes, lo 
que apoya el papel de la fosforilación del eIF4E en el desarrollo del cáncer (Fan y col., 
2009). 
 
La desregulación de la síntesis de proteínas es clave en la transformación 
oncogénica y en el mantenimiento de un tumor. En el contexto celular, el eIF4E es 
diana de las vías de señalización PI3K/PTEN/AKT/mTOR y Ras/Raf/MAPK, de manera 
que la vía de la fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) lleva a un aumento en la actividad del 
eIF4E debido a su liberación de 4E-BP1 y la vía de las MAPK aumenta la fosforilación 
del eIF4E mediante MNK1/2 (Figura 4). 
 
La vía de señalización PI3K/PTEN/AKT/mTOR es la más relacionada con la 
tumorogénesis y con la sensibilidad y resistencia a las terapias contra el cáncer. La 
desregulación de la señalización de esta vía suele deberse a alteraciones genéticas y/o 
mutaciones (Hou y col., 2012). Factores de crecimiento, mitógenos y citoquinas activan 
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a la PI3K que inicia una cascada de eventos en las células. La quinasa dependiente de 3’ 
fosfoinositol 1 (PDK1) activa a la proteína quinasa B (AKT ó PKB) que, mediante la 
inactivación del complejo supresor de tumores 1 y 2 (TSC1/2), activa al complejo 1 de 
la proteína quinasa diana de rapamicina en mamíferos (mTORC1). La activación de 
PDK1 y AKT por PI3K está regulada negativamente por PTEN (Chappell y col., 2011). 
PTEN es un gen supresor de tumores que se encuentra habitualmente mutado o 
silenciado en cánceres humanos (McCubrey y col., 2011). Su pérdida produce una 
activación de AKT y de la señalización de mTORC1. mTORC1 regula el ensamblaje del 
complejo eIF4F, ya que fosforila a las 4E-BPs, lo que implica la disociación del eIF4E, la 
unión de éste al eIF4G y, en consecuencia, la formación del complejo eIF4F. Además, 
mTORC1 también promueve la activación de la quinasa S6K, que fosforila a la proteína 
ribosomal S6 y a otros sustratos, incluyendo al factor eIF4B (Shahbazian y col., 2006). 
Debido a la importancia en el cáncer de esta vía de señalización, las quinasas de esta 
ruta se han utilizado como dianas terapéuticas y se han identificado inhibidores 
farmacológicos de las mismas (Brachmann y col., 2009; Meric-Bernstam y Gonzalez-
Angulo, 2009). Sin embargo, se ha demostrado que un tratamiento prolongado de 
líneas celulares tumorales o pacientes con inhibidores de mTOR produce alta actividad 
de PI3K, lo que conlleva la supervivencia de las células cancerosas (Costa y F, 2007). A 
la vista de estos resultados, y puesto que se producen mecanismos de oncogénesis y 
resistencia a fármacos in vivo, se ha propuesto inhibir AKT y mTOR simultáneamente o 
directamente inhibir la actividad del eIF4E como tratamientos contra el cáncer (Wang y 
col., 2007). También hay trabajos que han demostrado que la fosforilación de las 4E-
BPs se encuentra elevada y asociada a la progresión tumoral en cáncer de mama, 
ovario, próstata y colon (Armengol y col., 2007). 
 
Por otro lado, el eIF4E es diana de la cascada de señalización celular 
Ras/Raf/MAPK que es activada por factores de crecimiento y mitógenos. Ras-GTP, pero 
no Ras-GDP, se une a Raf-1 que activa a MEK (MAP quinasa de ERK), también conocida 
como MAPKK (MAP quinasa quinasa). Las distintas variantes de las MEK fosforilan a 
ERK1/2 y a p38 α/β, que fosforilan a MNK1 y MNK2. A su vez, las MNKs fosforilan al 
Introducción 
 22 
eIF4E en la Ser 209, lo cual se requiere para que el eIF4E tenga efectos oncogénicos 
(Wendel y col., 2007). La vía de ERK está activada en muchos cánceres debido a 
mutaciones activadoras en la proteína Ras o debido a la pérdida de función de la 
proteína neurofibromina 1 (NF1). NF1 es una proteína que inhibe la actividad de Ras a 
través de la activación de la Ras GTPasa que hidroliza el GTP, por lo que la proteína Ras 


























Iniciación de la traducción
Mitogénesis, oncogénesis
Mitógenos
Factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, mitógenos
Membrana plasmática
Figura 4. La regulación del eIF4E supone la convergencia de dos vías de señalización celular. La 
vía de señalización celular de Ras/Raf/ERK conlleva la activación de las MNKs, que además son 
activadas por las p38 MAPK. Las MNKs se unen al eIF4G y fosforilan al eIF4E formando también el 
complejo eIF4F. En respuesta a factores de crecimiento u otros estímulos, la activación de PI3K 
inicia una cascada de eventos en la que PDK1 activa a AKT que fosforila TSC2 inactivando el 
complejo TSC1/TSC2. Consecuentemente, Rheb activa mTORC1 que promueve la activación de 
S6K. Además se produce la fosforilación de 4E-BP1 con lo cual se libera eIF4E. La S6K activada 
fosforila al eIF4B lo que promueve la actividad helicasa del eIF4A. Las líneas punteadas indican 
posibles relaciones. Modificado de (Hou y col., 2012). 
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1.4 OTRAS FUNCIONES CELULARES DE LAS MNKs 
 
La disponibilidad de fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) sin MNKs (Ueda y 
col., 2004) ha permitido realizar más estudios dirigidos a conocer el papel de estas 
quinasas. Las células MEFs doble knock-out para MNKs en respuesta a la retirada de 
suero experimentan más fácilmente apoptosis respecto a las MEF WT (wild type) o 
células knock-out para una de las dos MNKs (MNK1 o MNK2) (Chrestensen y col., 
2007a). El tratamiento de MEF WT con el inhibidor CGP57380 sensibiliza a las células 
frente a la apoptosis más que la retirada de suero, lo que puede ser debido a la 
pérdida de función de MNK. La reintroducción de MNK1 o MNK2 en los MEFs doble 
knock-out aumenta la fosforilación del eIF4E en niveles similares, pero sólo en el caso 
de MNK1 se encontró una disminución en la sensibilidad a la apoptosis. Estos estudios 
sugieren que las MNKs, probablemente a través de un sustrato de MNK1, están 
implicadas en cascadas de señalización anti-apoptóticas. Existen datos que relacionan 
a MNK1 de ratón con la caspasa-3, de manera que la forma activa de la proteína 
quinasa activada por caspasas 2 (PAK-2), generada a partir de la rotura por la caspasa-
3, fosforilaría a MNK1 en los residuos Thr 22 y Ser 27, impidiendo así que ésta se una y 
fosforile al eIF4G (Orton y col., 2004). Sin embargo, estos efectos ocurren tras la 
activación de la caspasa-3 mientras que resultados obtenidos por otros autores 
sugieren que MNK1 interviene antes de esta activación (Chrestensen y col., 2007a).  
 
Las vías de señalización celular de las MAPK juegan un papel importante en la 
producción de citoquinas relacionadas tanto con la inmunidad innata como con la 
adquirida (Zhang y Dong, 2005). Las MNKs, que intervienen en las cascadas de las 
MAPK, también son mediadoras de la producción de citoquinas. Se ha demostrado que 
la inhibición de la actividad de MNK con CGP57380 produce una disminución en la 
producción de TNFα por los macrófagos después de un tratamiento con múltiples 
agonistas de la familia Toll like receptor (TLR) (Rowlett y col., 2008). Otros estudios 
comprobaron que la inhibición de las MNKs con CGP57380 en cultivos de 
queratinocitos humanos disminuye la liberación de TNFα, IL-6 e IL-1β en respuesta a la 
estimulación con anisomicina, que es agonista de la p38 MAPK (Kjellerup y col., 2008). 
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El mecanismo por el cual las MNKs participan en la regulación de la síntesis de TNFα, es 
a través de la fosforilación de la proteína hnRNP A1 lo que produce que esta última 
pierda la capacidad de unirse al mRNA del TNFα conllevando la desrepresión de su 
traducción (Buxade y col., 2008b). Todos estos estudios establecen que las MNKs 
median señales importantes en respuestas proinflamatorias, por lo que la inhibición de 
las MNKs no sólo tendría aplicaciones terapéuticas en cáncer sino también en el 
tratamiento de otras enfermedades como el Alzheimer, artritis reumatoide, psoriasis y 
enfermedad de Crohn, entre otras, en las que hay una desregulación en la producción 
de citoquinas y en la respuesta inmune (Joshi y Platanias, 2012).  
 
2. BIOLOGÍA MOLECULAR EN CÁNCER DE MAMA 
 
El cáncer de mama es una enfermedad compleja que incluye campos de estudio 
muy distintos a nivel clínico, morfológico y molecular. Como esta enfermedad es muy 
heterogénea, no sólo se estudian parámetros como el tamaño del tumor, el grado 
histológico y biomarcadores utilizados rutinariamente en el diagnóstico y tratamiento 
de los pacientes, sino que es necesario profundizar en su biología molecular. Durante 
la última década, los avances tecnológicos y el alto rendimiento de las investigaciones 
han revelado que el cáncer de mama requiere la interconexión de varias vías de 
señalización celular y que tanto el microambiente celular como las características de 
cada paciente influyen en la fisiopatología, recuperación y respuesta al tratamiento. 
Aunque cada vez se está más cerca de poder ofrecer una medicina personalizada, 
todavía hay muchas preguntas sin resolver, existiendo una gran necesidad de 
identificar y validar nuevos marcadores moleculares y dianas terapéuticas (Eroles y 
col., 2012). 
 
El grupo de investigación de Perou en el año 2000 (Perou y col., 2000) fue el 
primero en clasificar el cáncer de mama en subtipos intrínsecos basados en perfiles de 
expresión génica. Esta clasificación, validada por grupos independientes (Sotiriou y 
col., 2003), se basa en el análisis de grupos de tumores según sus características 
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biológicas, sin tener en cuenta sus variables clínicas o pronósticas. Recientemente, se 
han ido añadiendo nuevos subtipos, puesto que esta clasificación es un modelo abierto 
y en desarrollo, que necesita mejoras y estandarización para poder ser aplicado en 
clínica. En este trabajo se han considerado los siguientes subtipos moleculares (Tabla 
2): 
 
- Luminal A (LA). Es el subtipo más común y representa el 50-60% del total. Se 
caracteriza por expresar receptores de estrógenos (ER) y/o de progesterona (PR), 
ausencia de HER2, tener bajo ratio de proliferación, medido por Ki67, y un grado 
histológico bajo. Ki67 es un antígeno nuclear (Gerdes y col., 1991) expresado en las 
células en las fases proliferativas del ciclo celular (G1, G2, M y S) para el cual existe un 
anticuerpo que es un buen marcador de proliferación celular. Los pacientes con este 
subtipo tienen buen pronóstico.  
 
- Luminal B (LB). Este grupo engloba el 10-20% de todos los cánceres de mama. 
Tiene un fenotipo más agresivo, mayor grado histológico e índice proliferativo y peor 
pronóstico que el LA. Se caracteriza por expresar ER y/o PR, HER2 o ausencia de HER2 y 
Ki67 elevado. 
 
- HER2. El 15-20% de todos los cánceres de mama corresponden a este subtipo. 
Presentan mal pronóstico, grado histológico alto, sobreexpresión de genes 
relacionados con la proliferación celular y expresión de HER2 en ausencia de ER y PR.  
 
- Triple negativo (TN). Este subtipo comprende el 10-20% del total de los 
carcinomas de mama. Clínicamente se caracterizan por aparición a edad temprana, 
gran tamaño del tumor en el diagnóstico, grado histológico alto y alta frecuencia de 
afectación de los ganglios linfáticos (Bosch y col., 2010). La particularidad más 
relevante de este grupo es la ausencia de expresión de los tres receptores claves, ER, 
PR y HER2, con lo que se pierden estas dianas terapéuticas, y resulta ser el subtipo de 












LA 50-60 % ER+ y/o PR+ HER2- Bajo Bajo Bueno 





HER2 15-20 % ER-  PR- HER2+ Alto Alto Malo 
TN 10-20 % ER- PR- HER2- Alto Alto Malo 
        
       * Datos de (Eroles y col., 2012) 
 
Los tratamientos son variables en función de cada subtipo. Los pacientes LA 
suelen requerir sólo terapia endocrina que también puede formar parte del 
tratamiento de los LB. La quimioterapia se recomienda para la mayoría de los LB, HER2 
y TN teniendo en cuenta que a los que expresan HER2 se les suele tratar también con 




Al igual que las proteínas, los ácidos nucleicos son capaces de plegarse en 
complicadas estructuras terciarias que permiten desempeñar funciones como 
regulación génica, actividad catalítica y unión a ligandos (Weigand y Suess, 2009). La 
introducción de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en la biología molecular 
en el año 1987 (Mullis y col., 1992; Saiki y col., 1985) permitió que pocos años más 
tarde tres grupos de investigadores de forma independiente describieran un 
mecanismo de selección molecular in vitro que permite el aislamiento de pequeños 
ácidos nucleicos capaces de interaccionar de forma específica con sus moléculas diana 
(Ellington y Szostak, 1990; Robertson y Joyce, 1990; Tuerk y Gold, 1990). Este proceso 
de selección se denomina método SELEX (Systematic Evolution of Ligand by 
EXponential enrichment), y se basa en la identificación de moléculas con alta afinidad y 
especificidad por un ligando, que se denominan aptámeros, a partir de librerías 
Tabla 2. Caracterísisticas de los subtipos moleculares de cáncer de mama *.  
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complejas de oligonucleótidos obtenidas por síntesis química combinatorial (Figura 5). 
Estas librerías iniciales, que pueden ser de RNA o DNA de cadena sencilla (ssDNA), 
están constituidas por oligonucleótidos formados por una región central de 30-80 
nucleótidos en disposición aleatoria y dos regiones flanqueantes de secuencia 
conocida, de 18-21 nucleótidos de longitud, a las que se unirán los cebadores en la 
amplificación por PCR. El método SELEX consiste en la realización de varias rondas de 
selección. En cada ronda, se incuba la librería de oligonucleótidos con la molécula 
diana y un número muy pequeño de secuencias individuales tiende a interaccionar 
específicamente con la misma. Estas secuencias son aisladas del resto de la librería 
utilizando diferentes técnicas físicas de separación. Las secuencias que se unen a la 
molécula diana son amplificadas por PCR para obtener una librería enriquecida que es 
usada durante la siguiente ronda o ciclo de selección-amplificación. Después de la PCR, 
como el DNA obtenido es de doble cadena, se lleva a cabo una desnaturalización 
térmica a 90°C para que se separen las cadenas y una renaturalización posterior a 4°C 
para que cada aptámero forme su estructura correspondiente. Además, ya sea a partir 
de una población o de clones de aptámeros individuales, existen métodos para separar 
la secuencia de DNA del aptámero de su complementaria. Algunos de estos métodos 
son electroforesis y posterior elución de la banda correspondiente, PCR asimétrica, 
que consiste en utilizar concentraciones diferentes de los cebadores para favorecer la 
obtención de cadena sencilla, digestión enzimática de la cadena complementaria con 
exonucleasa y el marcaje de los aptámeros con biotina y utilización de una resina 
conjugada con estreptavidina (Cruz-Aguado y Penner, 2008; Svobodova y col., 2012). 
La eficacia del enriquecimiento en moléculas que interaccionan con alta afinidad es 
dirigida por la astringencia de la selección en cada ciclo, obteniéndose una nueva 
población enriquecida con ligandos que presentan mayor afinidad por la diana. El 
número requerido de ciclos de selección-amplificación depende de gran variedad de 
parámetros como las características y concentración de la diana, el diseño de la librería 
de oligonucleótidos inicial, las condiciones de selección, la ratio de moléculas diana 
respecto a oligonucleótidos o la eficiencia del método de separación de las secuencias 
no unidas (Stoltenburg y col., 2007). A lo largo del proceso de selección se realizan 
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pruebas como ensayo enzimático en placa con aptámeros (ELONA), SLOT-Blot u otras, 
que permiten detectar si la población se encuentra enriquecida en aptámeros 
específicos frente a la diana. Cuando esto es así, el proceso SELEX se puede dar por 
concluido. Entonces, a partir de esta población y mediante el clonaje en plásmidos, se 

























Figura 5. Selección de aptámeros in vitro mediante la tecnología SELEX. Cada proceso SELEX comienza 
a partir de una librería de oligonucleótidos de DNA con secuencias aleatorias. Esta librería se utiliza 
directamente para seleccionar aptámeros de DNA mientras que es transcrita a RNA para seleccionar 
aptámeros de RNA. El proceso SELEX se caracteriza por la repetición de las etapas sucesivas de 
selección (unión, separación y elución), amplificación y pasos intermedios. El grupo de oligonucleótidos 
seleccionados se utiliza en la siguiente ronda de selección. En general, para obtener aptámeros 
específicos se necesitan de 6-20 rondas de selección. La última ronda de SELEX finaliza tras la 
amplificación. La población enriquecida de aptámeros específicos se clona y se caracterizan los 
aptámeros individuales. Modificado de (Stoltenburg y col., 2007). 
Pasos intermedios:
-Transcripción in vitro
-Purificación de la cadena sencilla 
de DNA que corresponda































- Análisis de secuencias




Los aptámeros, término que deriva de la palabra latina “aptus” que significa 
encajar y de la palabra griega “meros” que significa molécula (Ellington y Szostak, 
1990), son moléculas de RNA o DNA de cadena sencilla capaces de reconocer de forma 
estable, específica y con alta afinidad una molécula diana debido a la estructura que 
son capaces de adoptar. La unión del aptámero, que presenta formas complejas como 
son tallos, horquillas, bucles, motivos pseudoknots, G-tríplex, G-cuádruplex etc. (Figura 
6) a la diana, es el resultado de una combinación de interacciones equimoleculares en 
el complejo de unión, que consisten en fuerzas de complementariedad de bases, 
interacciones electrostáticas, fuerzas de van der Waals y puentes de hidrógeno 
(Hermann y Patel, 2000). Existen programas informáticos especializados que pueden 
predecir las estructuras secundarias de los aptámeros en base a sus secuencias (Davis y 
col., 1996) e incluso detectar la posibilidad de que presenten G-cuádruplex, como los 











Los aptámeros, en base a sus estructuras tridimensionales, pueden unirse a una 
amplia variedad de dianas, ya sean moléculas sencillas, complejas u organismos 
enteros. Se han descrito aptámeros frente a moléculas inorgánicas (Hofmann y col., 
1997), orgánicas de pequeño tamaño (Grate y Wilson, 2001), proteínas (Stoltenburg y 
Figura 6. Representación esquemática de los aptámeros y sus posibles estructuras secundarias. 
(A) Esquema de un aptámero lineal. (B) Estructuras secundarias: horquillas (1 y 4), pseudoknot (2) y 
G-cuádruplex (3). Modificado de (Kulbachinskiy, 2007). 
A
B







1              2             3            4
Introducción 
 30 
col., 2005), carbohidratos (Masud y col., 2004), nucleótidos (Sazani y col., 2004), 
antibióticos (Berens y col., 2001), virus (Balogh y col., 2010) e incluso células 
(Mallikaratchy y col., 2007; Shangguan y col., 2006), tejidos y organismos enteros 
(Chen y col., 2007). Los diferentes experimentos SELEX demuestran que la selección es 
posible para, en principio, cualquier diana que se encuentre en cantidad suficiente y 
con alto grado de pureza. Existe una base de datos con una relación de todos los 
aptámeros publicados frente a diversas dianas: http://aptamer.icmb.utexas.edu/. 
 
En muchos aspectos, la población de aptámeros enriquecida podría asemejarse 
a anticuerpos policlonales, y los aptámeros individuales obtenidos a partir de la 
población, podrían asemejarse a anticuerpos monoclonales (Chen y col., 2007; Liss y 
col., 2002). Los aptámeros presentan una serie de ventajas respecto a los anticuerpos 
(Tabla 3). En primer lugar, el proceso de selección in vitro permite un mayor control de 
las condiciones de unión a la diana siendo independiente de la utilización de animales 
y siendo también aplicable a condiciones no fisiológicas. En segundo lugar, los 
aptámeros son más estables y pueden ser desnaturalizados reversiblemente 
cambiando las condiciones, mientras que la desnaturalización de los anticuerpos es 
irreversible. Además, a diferencia de los anticuerpos, los aptámeros pueden ser 
generados frente a dianas tóxicas o dianas que no provocan respuesta inmunológica in 
vivo (Jayasena, 1999). Otra ventaja es que los aptámeros presentan baja o ninguna 
inmunogenicidad lo que es importante en aplicaciones terapéuticas en animales o 
humanos (Nimjee y col., 2005). Y también, la naturaleza nucleotídica de los aptámeros 
permite modificaciones y la introducción de grupos funcionales para mejorar la 
estabilidad o la unión a la diana así como su rápida producción a gran escala. Los 
aptámeros tienen algunas limitaciones ya que su estructura terciaria es muy 
dependiente de las condiciones en las que se encuentren, son fácilmente degradados 
en sangre y presentan una menor diversidad biológica que los anticuerpos. Sin 
embargo, algunos de estos problemas pueden ser solucionados mediante 
modificaciones químicas (McKeague y Derosa, 2012). Al igual que los anticuerpos, los 
aptámeros modificados pueden ser utilizados en diversas técnicas como ELISA/ELONA 
Introducción 
 31 
(Drolet y col., 1996; Ferreira y col., 2008), western blot (Murphy y col., 2003), 
electroforesis capilar (Wang y col., 2008b), citometría de flujo (Huang y col., 2008), 
imágenes in vivo (Charlton y col., 1997), HPLC (Michaud y col., 2003; Muller y col., 
2008) y microarrays (Bock y col., 2004; Brody y col., 1999). Los aptámeros también 
pueden emplearse en otras aplicaciones analíticas como cromatografía, 
espectrometría de masas, sensores y biosensores, ya que son herramientas 
moleculares importantes para la identificación de dianas y para estudios diagnósticos y 




Se producen por síntesis química con muy baja o 
sin variación de lote a lote. 
Suelen sufrir variaciones de lote a lote. 
Se seleccionan mediante un sistema in vitro que 
no requiere animales. 
Requiere el uso de animales. 
Pueden obtenerse aptámeros frente a proteínas 
no inmunogénicas y toxinas. 
Sólo pueden obtenerse frente a proteínas 
inmunogénicas  pero no frente a dianas que 
representen constituyentes del cuerpo y 
sustancias tóxicas. 
Los aptámeros desnaturalizados pueden ser 
regenerados en minutos, pueden ser 
almacenados durante mucho tiempo y 
transportados a temperatura ambiente. 
 
Tienen una vida media limitada y son sensibles a 
la temperatura pudiéndose desnaturalizar muy 
fácilmente. 
 
Las condiciones de la selección pueden ser 
manipuladas para obtener aptámeros estables en 
un amplio rango de condiciones ambientales, 
incluyendo pH y temperatura. 
 
No es posible la obtención de anticuerpos que 
reconozcan dianas bajo condiciones distintas a las 
fisiológicas. 
 
Pueden ser conjugados con moléculas marcadoras 
en localizaciones precisas que no estén implicadas 
en la interacción con la diana. 
 
El marcaje de anticuerpos puede causar pérdida 
de afinidad. 
 
No son inmunogénicos. Suelen ser inmunogénicos. 
Pueden ser fácilmente modificados 
incrementando su estabilidad. 
La estabilidad de los anticuerpos  no puede ser 
fácilmente alterada. 
 
Su pequeño tamaño permite una entrada más 
eficiente en las células y en sus compartimentos. 
 
Su mayor tamaño limita su acceso a los 
compartimentos celulares. 
Tabla 3. Diferencias entre los aptámeros y los anticuerpos.  
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La interacción entre los aptámeros y sus dianas, y los efectos que producen en 
determinados procesos y mecanismos reguladores celulares, se utilizan tanto en 
investigación básica, como en el desarrollo de nuevas herramientas para terapias y 
métodos de diagnóstico en medicina. El primer aptámero aprobado para uso 
terapéutico en humanos es pegaptanib, denominado también Macugen® (Eyetech 
Pharmaceuticals, Inc., USA). Este aptámero es administrado localmente y une e inhibe 
la isoforma del VEGF implicada en la degeneración macular relacionada con la edad, 
reduciendo el crecimiento patológico de ciertos vasos sanguíneos (Chakravarthy y col., 
2006). Otros aptámeros que están siendo desarrollados y estudiados en clínica son 
REG1/RB006/RB007 (Regado Biosciences, USA) que es específico para el factor de 
coagulación IXa y se utilizaría como anticoagulante reversible durante intervenciones 
coronarias percutáneas (Chan y col., 2008), ARC1779 (Archemix, USA) que se une al 
dominio A1 del factor von Willebrand inhibiendo su unión a las plaquetas y 
produciendo un efecto antitrombótico (Diener y col., 2009), así como NOX-A12 y NOX-
E36 (NOXXON Pharma, Alemania) que son específicos de citoquinas y se utilizarían en 
el tratamiento de múltiples mielomas y en diabetes tipo 2 (Maasch y col., 2008; Sayyed 
y col., 2009). 
 
En lo que respecta al tratamiento del cáncer, se han descrito recientemente 
aptámeros que parecen tener un elevado potencial como agentes terapéuticos 
(Mallikaratchy y col., 2007; Phillips y col., 2008; Sefah y col., 2009; Tang y col., 2007) 
con capacidad para internalizarse en células acoplados a RNA de interferencia (Chu y 
col., 2006b; McNamara y col., 2006), conjugados con toxinas (Chu y col., 2006a) o con 
drogas (Bagalkot y col., 2006). En cáncer, el aptámero más desarrollado es el AS1411 o 
AGRO001 (Antisoma, UK), que es rico en guaninas y tiene efectos antiproliferativos, ya 
que se une a la nucleolina de la superficie celular de las células cancerosas y se 
internaliza llevando a la inhibición de la replicación del DNA (Bates y col., 2009). Este 
aptámero actualmente se encuentra en ensayos clínicos en fase II para el tratamiento 
de la leucemia mieloide aguda. En estudios preclínicos, el aptámero de DNA, GBI-10 se 
une a la tenascina C, proteína de la matriz extracelular de algunos tumores (Daniels y 
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col., 2003). Se han descrito aptámeros peptídicos que se unen al factor STAT3 
(transductor de señal y activador de la transcripción 3) produciendo apoptosis en las 
células tumorales (Nagel-Wolfrum y col., 2004) y aptámeros de RNA frente a las 
proteínas Ku relacionadas con la reparación del DNA (Zhang y col., 2004). El hecho de 
que los aptámeros sean capaces de diferenciar dianas distintas pero muy relacionadas 
que permitan discernir entre células tumorales de las que no lo son es muy importante 
en cáncer. Se han generado aptámeros capaces de distinguir isoformas de la proteína 
quinasa C (PKC) (Conrad y col., 1994) y capaces de reconocer el estado nativo y 
desnaturalizado de ERK2 (Bianchini y col., 2001). 
 
Además, existen aptámeros que interaccionan con proteínas que regulan los 
pasos de iniciación en la síntesis de proteínas y que inhiben la traducción dependiente 
de cap. Hay aptámeros frente al eIF4E que inhiben la síntesis de proteínas, pero no su 
interacción con 4E-BP1 (Mochizuki y col., 2005), y frente al factor eIF4A, que inhiben la 
hidrólisis de ATP, pero no interfieren en la unión al eIF4G (Oguro y col., 2009). Se han 
seleccionado varios aptámeros frente al factor eIF4G con capacidad para detener la 
traducción, algunos de ellos se unen a las regiones que interactúan con eIF4A y eIF3, 
mientras que otros inhiben fuertemente la traducción dependiente de cap por un 
mecanismo desconocido (Miyakawa y col., 2006). 
 
La tecnología de los aptámeros representa un amplio campo de estudio que no 
sólo permite la obtención de nuevas herramientas en investigación básica, sino 
también avances en medicina aplicables a la prevención, diagnóstico y tratamiento de 






















































































La proteína quinasa que interacciona con MAP quinasas 1b (MNK1b) es una 
variante, generada por procesamiento alternativo de la MNK1a humana, que se 
describió en nuestro laboratorio (O'Loghlen y col., 2004a). MNK1b posee una actividad 
basal mucho mayor que MNK1a para fosforilar al eIF4E que parece ser debida a la 
presencia de una región específica en la zona C-terminal de MNK1b (MNK1bSR) 
(O'Loghlen y col., 2007). El eIF4E se une específicamente al cap, estructura del extremo 
5’ del mRNA en eucariotas, reclutando al ribosoma y formando parte del complejo 
eIF4F para que tenga lugar la iniciación de la traducción. La regulación del eIF4E es 
clave en la iniciación de la síntesis de proteínas y en la modulación de la expresión de 
genes relacionados con la proliferación y supervivencia celular como la ciclina D1, ODC 
y HDM2 (Topisirovic y col., 2004). Las MNKs fosforilan al eIF4E en la Ser 209, lo que se 
requiere para que el eIF4E tenga efectos oncogénicos (Wendel y col., 2007). Se ha 
demostrado que el eIF4E se encuentra sobreexpresado en una gran variedad de tipos 
de cáncer como en tumores de mama, cuello y cabeza, colon, próstata, riñón, pulmón 
etc. lo que se relaciona con la progresión de la enfermedad (De Benedetti y Graff, 
2004; Thumma y Kratzke, 2007). En un modelo experimental de ratones, la 
sobreexpresión de una MNK1 constitutivamente activa disminuye la apoptosis y 
acelera la aparición de tumores, mientras que un mutante inactivo atenúa la aparición 
de estos tumores (Wendel y col., 2007). En estudios previos no publicados del grupo al 
que corresponde este trabajo, también se han encontrado niveles elevados de MNK1b 
en muestras de tumores de mama y colorectales respecto a muestras de tejido sano 
adyacente. En el contexto celular, tanto las MNKs como el eIF4E se encuentran 
regulados por las cascadas de señalización celular PI3K/PTEN/AKT/mTOR, que lleva a 
un aumento en la actividad del eIF4E porque impide la función inhibitoria de 4E-BP1 y 
Ras/Raf/MAPK que aumenta la fosforilación del eIF4E por la activación de las MNKs.  
 
El cáncer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea en cuanto a la 
histología, origen celular, mutaciones, potencial metastático, progresión tumoral y 
respuesta terapéutica. Más de un millón de mujeres en todo el mundo son 
diagnosticadas de esta enfermedad cada año, con aproximadamente 400000 muertes 
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(Coughlin y Ekwueme, 2009). Actualmente, se continúa estudiando la biología 
molecular de esta enfermedad y se siguen desarrollando fármacos dirigidos a distintas 
dianas moleculares para conseguir mejores tratamientos, ya que hay pacientes que 
desarrollan resistencia a fármacos y en función del tipo de tumor no todos los 
tratamientos son válidos.  
 
Los aptámeros son moléculas de RNA o DNA de cadena sencilla capaces de 
reconocer con alta afinidad y de forma específica una molécula diana. La facilidad en el 
aislamiento y la posibilidad de introducir modificaciones en los mismos, muestran a los 
aptámeros como potentes herramientas diagnósticas y terapéuticas en diferentes 
áreas de la biomedicina y la biotecnología. La obtención de aptámeros específicos 
contra MNK1b, que sean capaces de modular su actividad, supondría un avance en el 
estudio de la biología molecular del cáncer, que también tendría fines terapéuticos. 
 
A la vista de estos antecedentes los objetivos planteados en este trabajo son los 
siguientes: 
 
1. Estudiar el papel de MNK1b en la tumorogénesis y determinar su potencial 
como marcador tumoral y diana terapéutica en cáncer de mama. 
 
2. Caracterizar los mecanismos moleculares que median en la actividad 
tumorogénica de MNK1b. 
 
3. Identificar aptámeros específicos contra MNK1b y caracterizar su potencial 
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1. TUMORES DE MAMA 
 
En el presente trabajo se han estudiado 35 tumores de mama procedentes del 
biobanco del Hospital Universitario Ramón y Cajal-IRYCIS, obteniéndose muestras de 
tejido tumoral y de tejido sano de cada paciente. A partir de los bloques de tejido 
congelado en criomoldes de plástico en un medio criosolidificable (OCT-Compound, 
Tissue-Tek) se obtuvieron, utilizando un criostato, 8-10 cortes de 20-30 µm de grosor. 
Las proteínas y el RNA se extrajeron del tejido utilizando 500 µL de TRIzol® Reagent 


















El RNA, tras tratarse con DNAsa I para eliminar la posible contaminación con 
DNA, se cuantificó y se analizó su pureza e integridad utilizando el chip Experion RNA 
HighSens Analysis Kit (BIORAD, EEUU). El sedimento obtenido durante el proceso de 
extracción de proteínas se secó al vacío durante 5 min a temperatura ambiente, se 
Figura 7. Procesamiento de las muestras tumorales de mama. Resumen de las distintas etapas del 
procesamiento de las muestras, obtención, realización de cortes, homogenización con TRIZOL, 
extracción de RNA y de proteínas y análisis. 
Obtención de muestras y conservación 
mediante congelación en OCT
Realización de 8-10 cortes del tejido de 20-30 
µm de grosor utilizando un criostato
Homogenización con TRIZOL
Extracción de RNA
Estudio de la pureza e integridad de 
los RNAs mediante  el chip Experion
RNA HighSens Analysis Kit
Análisis cuantitativo de los niveles 




Análisis cuantitativo de los niveles de 
proteínas de MNK1a y MNK1b
mediante el programa Image QuantTL
Extracción de proteínas
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añadieron 50 µL de tampón de carga de electroforesis 1x, se mantuvo a 90°C durante 5 
min, se centrifugó a 12000 g durante 1 min, se recuperó el sobrenadante y se congeló 
a -80°C hasta su utilización para análisis por western blot como se describe en el 
apartado 3.  
 
Para el análisis cuantitativo de los niveles del mRNA de MNK1a y MNK1b en 
tejido sano y tumoral se realizó una RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) en un equipo iQ5 
(BIORAD, EEUU) utilizando iScriptTM One-Step RT-PCR kit with SYBR® Green (BIORAD, 
EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se generaron dos parejas de 
oligonucleótidos que permiten detectar MNK1a y MNK1b (q5abMNK y q3abMNK), que 
hibridan con secuencias localizadas en una región común a ambas isoformas, o 
específicamente MNK1a (q5aMNK y q3aMNK), de modo que el q3aMNK hibrida con 
una secuencia que sólo aparece en la isoforma MNK1a, localizada en el exón 12, del 
que carece la isoforma MNK1b (Figura 8). En la Tabla 4 se muestran las secuencias de 












Para analizar los genes de referencia o housekeeping se utilizaron las parejas de 
oligonucleótidos correspondientes a la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
(GAPDH) 5GAPDH/3GAPDH y a la fosfoglicerato quinasa (PGK) 5PGK/3PGK, ya que 
fueron los genes control en los que se observaron menores variaciones entre muestras 











Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados en qPCR 
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de tejido tumoral y sano. La mezcla de reacción constaba de: SYBR® Green RT-PCR 2x, 
transcriptasa reversa iScript, oligonucleótidos a 300 nM, 50 ng del RNA y agua hasta 
completar 20 µL/tubo de volumen final.  
 
El protocolo de PCR utilizado fue el siguiente: 
 
Ciclo Repeticiones Paso Tiempo (min) T (°C) T final (°C) 
1 1 1 10.00 50  
2 1 1 5.00 95  
3 45 1 0.10 95  
  2 0.30 55  
4  81 1 0.30 55 95 
(Melting)      
 
 
Para valorar los niveles del mRNA de MNK1a, se calculó el valor de 2-ΔΔCt 
siguiendo la siguiente fórmula, donde la Ct de los genes de referencia se calculó como 
la media de las Ct de GAPDH y PGK: 
 
 ΔΔCt = ΔCt en el tejido tumoral- ΔCt en el tejido sano  
             ΔCt en el tejido tumoral= CtMNK1a-Ctgenes referencia 
           ΔCt en el tejido sano= CtMNK1a-Ctgenes referencia 
 
    Para valorar los niveles del mRNA de MNK1b, se calculó el valor de 2-ΔΔCt según la 
siguiente fórmula: 
 
       ΔΔCt = (CtMNK1ab - CtMNK1a)t. tumoral - (CtMNK1ab - CtMNK1a)t.sano 
 
 






ATGGTATCTTCTCAAAAGTTGGAAAAACCTATAGAGATGGGCAGTAGCGAACCCCTTCCC 60          
ATGGTATCTTCTCAAAAGTTGGAAAAACCTATAGAGATGGGCAGTAGCGAACCCCTTCCC 60      
 
ATCGCAGATGGTGACAGGAGGAGGAAGAAGAAGCGGAGGGGCCGGGCCACTGACTCCTTG 120           
ATCGCAGATGGTGACAGGAGGAGGAAGAAGAAGCGGAGGGGCCGGGCCACTGACTCCTTG 120           
 
CCAGGAAAGTTTGAAGATATGTACAAGCTGACCTCTGAATTGCTTGGAGAGGGAGCCTAT 180 
CCAGGAAAGTTTGAAGATATGTACAAGCTGACCTCTGAATTGCTTGGAGAGGGAGCCTAT 180              
 
GCCAAAGTTCAAGGTGCCGTGAGCCTACAGAATGGCAAAGAGTATGCCGTCAAAATCATC 240 
GCCAAAGTTCAAGGTGCCGTGAGCCTACAGAATGGCAAAGAGTATGCCGTCAAAATCATC 240               
 
GAGAAACAAGCAGGGCACAGTCGGAGTAGGGTGTTTCGAGAGGTGGAGACGCTGTATCAG 300 






TACTTGGTCTTTGAGAAATTGCAAGGAGGTTCCATCTTAGCCCACATCCAGAAGCAAAAG 420                
 
CACTTCAATGAGCGAGAAGCCAGCCGAGTGGTGCGGGACGTTGCTGCTGCCCTTGACTTC 480 
CACTTCAATGAGCGAGAAGCCAGCCGAGTGGTGCGGGACGTTGCTGCTGCCCTTGACTTC 480               
 
CTGCATACCAAAGGCATTGCTCATCGTGATCTGAAACCAGAAAATATATTGTGTGAATCT 540 
CTGCATACCAAAGGCATTGCTCATCGTGATCTGAAACCAGAAAATATATTGTGTGAATCT 540             
 
CCAGAAAAGGTGTCTCCAGTGAAAATCTGTGACTTTGACTTGGGCAGTGGGATGAAACTG 600 
CCAGAAAAGGTGTCTCCAGTGAAAATCTGTGACTTTGACTTGGGCAGTGGGATGAAACTG 600               
 
AACAACTCCTGTACCCCCATAACCACACCAGAGCTGACCACCCCATGTGGCTCTGCAGAA 660           
AACAACTCCTGTACCCCCATAACCACACCAGAGCTGACCACCCCATGTGGCTCTGCAGAA 660               
 
TACATGGCCCCTGAGGTAGTGGAGGTCTTCACGGACCAGGCCACATTCTACGACAAGCGC 720 
TACATGGCCCCTGAGGTAGTGGAGGTCTTCACGGACCAGGCCACATTCTACGACAAGCGC 720               
 
TGTGACCTGTGGAGCCTGGGCGTGGTCCTCTACATCATGCTGAGTGGCTACCCACCCTTC 780 
TGTGACCTGTGGAGCCTGGGCGTGGTCCTCTACATCATGCTGAGTGGCTACCCACCCTTC 780               
 
GTGGGTCACTGCGGGGCCGACTGTGGCTGGGACCGGGGCGAGGTCTGCAGGGTGTGCCAG 840 
GTGGGTCACTGCGGGGCCGACTGTGGCTGGGACCGGGGCGAGGTCTGCAGGGTGTGCCAG 840               
 
AACAAGCTGTTTGAAAGCATCCAGGAAGGCAAGTATGAGTTTCCTGACAAGGACTGGGCA 900 
AACAAGCTGTTTGAAAGCATCCAGGAAGGCAAGTATGAGTTTCCTGACAAGGACTGGGCA 900                
 
CACATCTCCAGTGAAGCCAAAGACCTCATCTCCAAGCTCCTGGTGCGAGATGCAAAGCAG 960           




           
GGACTCCCCACGCCGCAAGTCCTCCAGAGGAACAGCAGCACAATGGACCTGACGCTCTTC 1080 
-----------------------------GAACAGCAGCACAATGGACCTGACGCTCTTC 1036                                 
 
GCAGCTGAGGCCATCGCCCTTAACCGCCAGCTATCTCAGCACGAAGAGAACGAACTAGCA 1140 
GCAGCTGAGGCCATCGCCCTTAACCGCCAGCTATCTCAGCACGAAGAGAACGAACTAGCA 1096                
 
GAGGAGCCAGAGGCACTAGCTGATGGCCTCTGCTCCATGAAGCTTTCCCCTCCCTGCAAG 1200 
GAGGAGCCAGAGGCACTAGCTGATGGCCTCTGCTCCATGAAGCTTTCCCCTCCCTGCAAG 1156              
 
TCACGCCTGGCCCGGAGACGGGCCCTGGCCCAGGCAGGCCGTGGTGAAGACAGGAGCCCG 1260 





























































Figura 8. Secuencias de MNK1a y MNK1b. Se muestran las zonas de hibridación de los 
oligonucleótidos q5abMNK y q3abMNK (azul) y q5aMNK y q3aMNK (verde) y el codón de 
terminación TGA (en recuadro rojo) que se produce en MNK1b debido al cambio en el marco de 
lectura por la pérdida del exón 12. 
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2. CULTIVOS CELULARES 
2.1 LINEAS CELULARES EUCARIOTAS 
 
Las  líneas celulares utilizadas en el presente trabajo han sido las siguientes: 
 
 HEK293T (ATCC# CRL-1573TM), línea celular epitelial originada y derivada de 
riñón humano embrionario, que contiene el antígeno T del virus SV40 que facilita la 
replicación de plásmidos con el origen SV40. 
    
 MCF7 (ATCC# HTB-22TM), línea celular epitelial derivada de adenocarcinoma de 
mama humano. Se caracterizan por ser ER +, PR + y HER2 -. 
 
 MDA-MB-231 (ATCC# HTB-26TM), línea celular epitelial derivada de 
adenocarcinoma de mama humano. Se caracterizan por ser triple negativas: ER -, PR - y 
HER2-. 
 
BT474 (ATCC# HTB-20TM), línea celular derivada de carcinoma ductal de mama 
humano. Se caracterizan por ser ER +, PR + y HER2 +. 
 
La línea celular HEK293T se mantuvo en cultivos monocapa en frascos de 75 cm2 
con medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) (PAA, Austria) completo, es 
decir, suplementado con un 10% de suero bovino fetal (SBF) (Gibco, Reino Unido), un 
1% de piruvato (Sigma-Aldrich, EEUU) y un combinado de antibióticos y antimicótico 
con 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina y 25 μg/mL de anfotericina 
(Sigma-Aldrich, EEUU) en un incubador con ambiente saturado de humedad a 37°C y 
5% CO2/95% O2. Las células, en función del ensayo a realizar, se sembraron en 
diferentes placas a una densidad apropiada, 2x104 células/pocillo para placas de 96 
pocillos (p96), 1x105 células/pocillo para placas de 24 pocillos (p24), 3x105 
células/pocillo para placas de 6 pocillos (p6) y 3x106 células para placas p100. 
Materiales y Métodos 
 
 46 
El resto de las líneas celulares (MCF7, MDA-MB-231 y BT474) se mantuvieron en 
cultivos monocapa en frascos de 75 cm2 con medio DMEM:Ham´s F12 (PAA, Austria) 
1:0.8, 1% de piruvato, 1% de glutamina (Invitrogen, EEUU), 100 U/mL de penicilina, 
100 μg/mL de estreptomicina y 25 μg/mL de anfotericina y un 10% de SBF, en un 
incubador con ambiente saturado de humedad a 37°C y 5% CO2/95% O2. Estas células, 
en función del ensayo a realizar, se sembraron en diferentes placas a una densidad 
apropiada, 6x103 células/pocillo en p96, 3x104 células/pocillo en p24, 3x105 
células/pocillo en p6 y 2x106 células en p100. 
 
Para el levantamiento químico de las células se utilizó tripsina 1x (Gibco, Reino 
Unido) y para lavados celulares, PBS (tampón fosfato salino: fosfato sódico 10 mM pH 
7.4, cloruro sódico 137 mM y cloruro potásico 2.7 mM) (PAA, Austria). 
 
Para la conservación de las células, se almacenaron a -196°C en nitrógeno líquido 
en suero bovino fetal con un 10% (v/v) de dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, 
EEUU) y densidad de entre 3-5x106 células/mL. Los viales se descongelaron a 37°C y se 
centrifugaron a 400 g durante 5 min. Las células se resuspendieron en 8 mL del medio 





Las células se trataron entre 16-24 h después de haber sido sembradas. Los 
tratamientos se aplicaron retirando el medio de cultivo y añadiendo el compuesto 
diluido en el medio completo correspondiente según la línea celular, o bien 
adicionando a los pocillos la cantidad adecuada del compuesto sin haber retirado el 
medio de cultivo previamente. Los compuestos utilizados en este estudio han sido 
CGP57380 (Sigma-Aldrich, EEUU) a una concentración final de 20 µM u otras según 
ensayos, U0126 (Alexis Biochemicals, EEUU) a 50 µM, SB203580 (Alexis Biochemicals, 
EEUU) a 20 µM y TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato) (Sigma-Aldrich, EEUU) a 
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100 nM. Como control se utilizó la cantidad de DMSO correspondiente al compuesto 
utilizado, o en el caso de que se utilizarán varias cantidades, la más alta (nunca 
superior al 0.1%), comprobando previamente que esta concentración de DMSO no era 
tóxica para las células. El tiempo de tratamiento depende del ensayo realizado y se 
indica en los pies de figura. 
 
2.3 TRANSFECCIÓN TRANSITORIA DE CÉLULAS 
 
A lo largo de este trabajo, las células se han transfectado con plásmidos, 
aptámeros y siRNAs, en distintas cantidades, que se indican en las leyendas de las 
figuras, en función del ensayo realizado. La transfección se llevó a cabo 16-24 h 
después de haber sido sembradas las células y habiendo alcanzado una confluencia en 
torno a un 70-80% (30-40% para las transfecciones con siRNA). Se utilizó 
LipofectaminaTM 2000 (Invitrogen, EEUU) según las indicaciones del fabricante y 
acondicionando los reactivos a cada densidad celular, tipo de placa y ensayo realizado. 
Para evitar que el antibiótico interfiera en la transfección, las células se lavaron dos 
veces con medio completo sin antibiótico. A continuación se adicionaron los complejos 
Lipofectamina-DNA en medio opti-MEM (Gibco, Reino Unido) y las células 
transfectadas se incubaron durante el tiempo adecuado hasta la realización del 
procesamiento correspondiente. 
 
2.4 TRANSFECCIÓN ESTABLE DE CÉLULAS 
 
En este estudio se generaron líneas celulares estables de MDA-MB-231. Para 
ello, se sembraron 2x106 células en cuatro placas p100. A las 16-24 h, se transfectaron 
las células mediante LipofectaminaTM 2000, con 10 µg/placa del DNA correspondiente 
(Myc-pcDNA3, Myc-pcDNA3-MNK1a y Myc-pcDNA3-MNK1b) y a una cuarta placa se le  
añadieron los componentes de la transfección sin DNA. Tras 24 h se retiró el medio de 
las placas y se añadió medio en presencia de geneticina (G418) (Gibco, Reino Unido) a 
1 mg/mL. De este modo, solamente las células transfectadas sobrevivían puesto que 
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poseían el gen de resistencia a geneticina. La placa de células no transfectadas se 
utilizó como control de que la geneticina estaba haciendo efecto. Se cambió el medio 
con geneticina cada 2-3 días y se mantuvieron los cultivos realizando los pases 
necesarios. Además, se comprobó la expresión de la proteína correspondiente por 
inmunodetección con anticuerpos anti-Myc.  
 
2.5 OBTENCIÓN DE LISADOS CELULARES 
 
Para la obtención de los lisados celulares, las células se recogieron 
mecánicamente y se lavaron una vez con tampón A en frío [Tris-HCl 20 mM pH 7.6, 
ditiotreitol (DTT) 1 mM, ácido etilendiaminotetracético (EDTA) 1 mM, fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, benzamidina 1 mM, molibdato sódico 10 mM, β-
glicerofosfato sódico 10 mM, ortovanadato sódico 1 mM, cloruro potásico (KCl) 120 
mM, 10 μg/mL de antipaína y 1 μg/mL de pepstatina A y leupeptina] centrifugándolas 
a 400 g durante 5 min, con la finalidad de retirar las células muertas. A continuación, 
las células se lisaron con el mismo tampón A en presencia de 1% tritón X-100 (Sigma-
Aldrich, EEUU) y se centrifugaron a 12000 g durante 10 min. La proporción de células y 
tampón A con tritón utilizadas en la lisis fue de 1:2 en volumen, donde el volumen de 
las células es el que ocupa el sedimento tras la centrifugación. Después se recogió el 
sobrenadante (lisado celular), se determinó la concentración de proteínas de la 
muestra por el método de Bradford (Bradford, 1976), se hicieron alícuotas y se 
almacenaron a -80°C hasta su uso. 
 
2.6 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR 
 2.6.1 Determinación de la viabilidad por exclusión de azul tripán 
 
Las células (viables y no viables) se recogieron de los frascos o las placas de 
cultivo suspendidas en su medio correspondiente. Una alícuota de 80 µL de las células 
se mezcló con 20 µL de azul tripán (Sigma-Aldrich, EEUU). Las células se contaron 
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utilizando el contador TC10 (BIORAD, EEUU) considerándose como vivas aquéllas que 
excluyen el colorante. Los resultados se expresaron como número de células vivas/mL. 
 
2.6.2 Determinación de la reducción de las sales de tetrazolio (MTT) 
 
Como medida de viabilidad celular se determinó la actividad de enzimas 
oxidoreductasas mitocondriales dependientes de NAD(P)H en las células, analizando su 
capacidad para reducir las sales de metiltiazol tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, EEUU) a 
un producto de azul formazán (Denizot y Lang, 1986) bajo distintas condiciones 
experimentales. Las células fueron sembradas en placas p96 y tras haber sido 
transfectadas y/o tratadas, se retiró el medio de cultivo y se añadieron 100 µL/pocillo 
de MTT a 1 mg/mL en medio de cultivo. Las placas se incubaron durante 90 min en un 
incubador con ambiente saturado de humedad a 37°C y 5% CO2/95% O2 y se 
adicionaron 100 µL/pocillo de una solución de lisis (10% SDS y 10 mM HCl) para la 
disolución de los cristales. Tras 16-24 h la reducción de MTT fue determinada por 
espectrofotometría en el SPECTRA FLUOR (TECAN, Suiza) a 540 nm. Los resultados son 
expresados como porcentaje de viabilidad con respecto al control o en unidades de 
absorbancia.  
 
2.7 ENSAYOS DE FORMACIÓN DE COLONIAS 
 
Los ensayos de formación de colonias se basan en la capacidad de una sola célula 
para formar una colonia, que ha de constar como mínimo de 50 células (Franken y col., 
2006). Esta técnica se utiliza para determinar los efectos de agentes citotóxicos y de 
terapias antitumorales (Rafehi y col., 2011) permitiendo estudiar la capacidad 
tumorogénica de las células puesto que una de las características de las células 
tumorales es la pérdida de la inhibición por contacto con lo que son capaces de formar 
colonias. 
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Para la realización de estos ensayos, se sembraron 3x104 células/pocillo en 
placas p24 considerándose cada 2 pocillos un punto experimental. A las 16-24 h se 
efectuaron las transfecciones o se aplicaron los tratamientos correspondientes según 
el tipo de ensayo. Tras 16-24 h las células de cada dos pocillos se recogieron juntas, 
resuspendidas en el medio correspondiente, se contaron y, tras realizar las diluciones 
adecuadas, se resembraron 1x103 células/pocillo por duplicado en placas p6. Estas 
placas se dejaron en el incubador con ambiente saturado de humedad a 37°C y 5% 
CO2/95% O2 durante 8-9 días. Transcurrido este tiempo, las colonias se fijaron con 
metanol (Merck, Alemania) durante 10 min, se tiñeron con giemsa al 0.02% (Sigma-
Aldrich, EEUU) durante 30 min, se lavaron con agua para eliminar restos del colorante 
y se dejaron secar a temperatura ambiente. Para el contaje de las colonias se utilizó un 
bolígrafo contador de colonias (Heathrow Scientific® LLC, Reino Unido) y una lupa 
(1.75X) (Bel-Art Scienceware, EEUU). Los resultados se expresaron en número de 
colonias y se normalizaron en porcentaje respecto al control. 
 
A partir de las células procedentes de la siembra inicial que no fueron 
resembradas para los ensayos de formación de colonias, se obtuvieron lisados 
celulares para la comprobación mediante western blot de si las transfecciones o los 
tratamientos habían sido efectivos, así como para estudiar la fosforilación del eIF4E. 
 
2.8 ANÁLISIS DE LOS NIVELES DEL mRNA 
 
Para la extracción de RNA total, 5x106 células MCF7, MDA-MB-231 y BT474,  se 
levantaron en PBS y se centrifugaron 5 min a 400 g. El sedimento de células se 
resuspendió en 1 mL de TRIzol® Reagent (Gibco, Reino Unido) y se continuó el 
protocolo según las indicaciones del fabricante. Finalmente, se estudió la pureza e 
integridad de los RNAs utilizando el chip Experion RNA HighSens Analysis Kit. 
 
El análisis cuantitativo de los niveles del mRNA de MNK1a y MNK1b de las 
líneas celulares de mama se realizó como se describe en el apartado 1. Los genes 
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control o housekeeping que se utilizaron fueron las parejas de oligonucleótidos 
5GAPDH/3GAPDH y 5β-actina/3β-actina (Tabla 4). Los niveles del mRNA de MNK1a y 
MNK1b se calcularon como se describe en el apartado 1: 
 
Para valorar los niveles del mRNA de MNK1a, se calculó el valor de 2-ΔΔCt 
siguiendo la siguiente fórmula, donde la Ct de los genes de referencia se calculó como 
la media de las Ct de GAPDH y β-actina: 
 
 ΔΔCt = ΔCt en la línea celular- ΔCt en la línea MCF7  
             ΔCt en la línea celular = CtMNK1a-Ctgenes referencia 
            
    Para valorar los niveles del mRNA de MNK1b, se calculó el valor de 2-ΔΔCt según la 
siguiente fórmula: 
 
       ΔΔCt = (CtMNK1ab - CtMNK1a)línea celular - (CtMNK1ab - CtMNK1a)MCF7 
 
2.9 OTROS ENSAYOS 
2.9.1 Ensayos de afinidad de eIF4G y 4E-BP1 por el eIF4E 
 
Los factores eIF4G y 4E-BP1 unidos al factor eIF4E se analizaron a partir de la 
purificación del factor eIF4E por cromatografía de afinidad a una resina con un grupo 
7-metil GTP unido a sefarosaTM4B (GE Healthcare, Reino Unido). Para ello, se incubaron 
100-200 µg de lisado celular en 200 µL de tampón A con GTP 0.1 mM y 30 µL de resina 
al 50% en una noria durante 30 min a 4°C. Tras centrifugar a 2500 g, la resina se lavó 
tres veces con el tampón anterior. Por último, el análisis se realizó mediante 
electroforesis y transferencia (apartado 3). La detección de los diferentes factores se 
realizó utilizando sus respectivos anticuerpos específicos (Tablas 5 y 6). 
 
Se calcularon las ratios eIF4G/eIF4E y 4E-BP1/eIF4E. Los resultados fueron 
expresados en porcentaje de cada muestra respecto al control. 
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2.9.2  Valoración de la síntesis de proteínas  
 
La valoración de la síntesis de proteínas fue realizada midiendo la incorporación 
de metionina tritiada (3H-Met). Las células MDA-MB-231 estables se sembraron en 
placas p24 a una densidad de 6x104 células/pocillo. Al cabo de 16-24 h se retiró el 
medio y se añadieron 250 µL/pocillo de medio que contenía 5 µCi/pocillo de 3H-Met 
manteniendo la incubación a 37°C durante 1 h. Tras este tiempo los pocillos se lavaron 
a 4°C con 250 µL/pocillo de una disolución de L-metionina (Sigma-Aldrich, EEUU) a 1 
mg/mL en PBS y posteriormente con 250 µL/pocillo de PBS. A continuación se lisaron 
las células añadiendo a cada pocillo 250 µL de tampón de lisis (Tris-HCl 20 mM pH 7.6, 
acetato potásico 10 mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM y 
NP-40 0.25%) y se centrifugaron a 12000 g durante 30 min a 4°C. La proteína presente 
en el sobrenadante se precipitó en 2 mL de ácido tricloroacético (TCA) al 10% durante 
45 min y, posteriormente, fue filtrada utilizando filtros de fibra de vidrio GF/C 
Whatman (Millipore, EEUU). Los filtros se lavaron 3 veces con 2 mL de TCA al 10%. La 
radioactividad retenida en los filtros, correspondiente a las proteínas marcadas, fue 
medida en el contador de centelleo Tri-Carb 2800TR (PerkinElmer, EEUU) después de 1 
h de agitación con 3.5 mL de líquido de centelleo OptiPhase HiSafe 3 (PerkinElmer, 
EEUU). La concentración de proteína se valoró por el método de Bradford y los 
resultados calculados como cpm/mg de proteína, se expresaron en porcentajes 
respecto al control. 
 
3. MÉTODOS DE SEPARACIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
3.1 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) 
 
La electroforesis en geles de poliacrilamida se llevó a cabo mediante el empleo 
de un sistema de electroforesis analítica vertical de proteínas de BIO-RAD 
(Miniprotean II y III Cell), utilizando geles de poliacrilamida en condiciones reductoras y 
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Como agentes polimerizantes se utilizaron N-N-N´-N´-
tetrametilen-diamina (TEMED) al 0.86% y persulfato amónico a una concentración final 
Materiales y Métodos 
 53 
de 0.45 µg/µL. La electroforesis se realizó en presencia de dodecil-sulfato-sódico (SDS) 
al 0.1%, utilizándose un tampón de electroforesis (Tris-HCl 250 mM, pH 8.3; Glicina 192 
mM y SDS al 0.1%). Las muestras se prepararon en el tampón de carga de 
electroforesis (Tris-HCl 180 mM, pH 6.8; 9% de SDS, 6% de β-mercaptoetanol, 15% de 
glicerol, 0.025% de azul de bromofenol) y se resolvieron a 200 V durante 1 h. Como 
marcadores de peso molecular se utilizaron Full Range Rainbow molecular weight (GE 
Healthcare, Reino Unido) y Low Molecular Weight Calibration kit For SDS 
Electrophoresis (GE Healthcare, Reino Unido). A continuación el gel fue transferido a 
una membrana donde se detectaron las proteínas por inmunodetección (western blot) 
o bien, fue teñido con azul de Coomassie. 
 
3.2 TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS E INMUNODETECCIÓN (Western blot) 
 
Las proteínas resueltas mediante electroforesis fueron transferidas a membranas 
de difluoruro de polivinilideno (PVDF). El sistema de transferencia utilizado fue un 
sistema continuo y húmedo en Tris-Glicina/Metanol (Tris-HCl 25 mM, Glicina 192 mM y 
metanol 20% v/v; pH 8.3). La membrana de PVDF fue activada durante 1 min en 
metanol, lavada 3 min en agua y equilibrada 5 min en la solución de transferencia, en 
la que también se mojaron los papeles de transferencia y las esponjas. Sobre el 
soporte del cátodo se colocó una esponja, 4 papeles humedecidos, el gel, la membrana 
previamente activada, 4 papeles, otra esponja y el soporte del ánodo, hacia donde se 
desplazan las proteínas. La transferencia de proteínas se realizó a 100 V durante 1 h. 
Las membranas se bloquearon durante 90 min con PBS-blotto (o leche descremada) al 
5% a temperatura ambiente, antes de incubarlas con el anticuerpo primario. Los 
anticuerpos fueron diluidos en PBS-blotto al 1% o en PBS-BSA (albúmina de suero 
bovino) al 1% y, en el caso de los primarios se incubaron con las membranas toda la 
noche a 4°C. Se utilizaron anticuerpos secundarios o proteína A conjugados con 
fosfatasa alcalina o bien, conjugados con peroxidasa, y se incubaron con las 
membranas durante 1 h a temperatura ambiente. 
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Las concentraciones y tipo de anticuerpos primarios y secundarios utilizados se 
encuentran detallados en las Tablas 5 y 6. Se utilizó Tween 20 (Sigma-Aldrich, EEUU) al 


















































Sigma Aldrich, EEUU 40 Monoclonal ratón 1/2000 

















Cell Signaling, EEUU 18 Policlonal conejo 1/1000 
Tabla 5. Relación de anticuerpos primarios utilizados en la determinación de proteínas. 




















Casa Comercial Título 
Frente a IgG de ratón conjugado con fosfatasa alcalina Sigma-Aldrich, EEUU 1/3000 
 
Proteína A conjugada con fosfatasa alcalina 
 
Sigma-Aldrich, EEUU 1/3000 
 
Frente a IgG de ratón conjugado con peroxidasa 
 
GE Healthcare, 
 Reino Unido 
1/2000 
 
Frente a IgG de conejo conjugado con peroxidasa 
 










Frente a digoxigenina conjugado con peroxidasa 
 
Roche, Suiza 1/1000 
 
 
El revelado de las membranas se realizó de dos maneras diferentes en función 
del anticuerpo utilizado: 
 
-  Con fosfatasa alcalina, de este modo se añadió azul de nitrotetrazolio/x-fosfato 
(NBT) (BIORAD, EEUU) a 30 mg/mL en N,N-dimetilformamida 70% y 5-bromo-4-cloro-
3-indolil fosfato (BCIP) (BIORAD, EEUU) a 15 mg/mL en N,N-dimetilformamida 100%, 
diluidos 1/100 en tampón AP (Tris-HCl 100 mM, pH 9.5, NaCl 100 mM y MgCl2 5 mM). 
 
Tabla 6. Relación de anticuerpos secundarios utilizados en la determinación de proteínas. 
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- Con peroxidasa de rábano, mediante el empleo de un sistema de 
quimioluminiscencia en el que la emisión de luz es captada en una placa de rayos X 
(ECL Western Blot System). 
 
La membrana fue reutilizada cuando se necesitó detectar la misma proteína con 
dos anticuerpos diferentes y también cuando se valoraron los niveles fosforilados y 
totales de una proteína. Para su reutilización se eliminaron el anticuerpo primario y 
secundario antes de proceder a la segunda inmunodetección. Esta eliminación se llevó 
a cabo utilizando uno de los dos procedimientos que se describen a continuación, 
después de comprobar cuál era el más adecuado en cada caso: 
 
1. Incubación de la membrana 30 min a 50°C en una solución de Tris-HCl 62.5 
mM  pH 7.6 que contiene 2-β-mercaptoetanol 100 mM y 2% de SDS. 
 
2. Incubación de la membrana 30 min a temperatura ambiente en solución Re-
Blot Plus Strong Solution según las indicaciones del fabricante (Millipore, EEUU). 
 
La cuantificación de bandas se realizó en un analizador de imágenes equipado 
con el programa Image QuantTL. Los datos fueron obtenidos en unidades de densidad 
óptica/mm2. 
 
Otro modo de valorar los niveles del eIF4EP que se ha utilizado en este trabajo 
ha sido la utilización de un ELISA sobre las células sembradas en la placa. Para ello se 
ha utilizado el kit CytoGlowTM eIF4E (Phospho-Ser209) Colorimetric Cell-Based ELISA 
(Assay Biotechnology, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Con los 
resultados obtenidos se calculó la ratio de la absorbancia a 450 nm de las células 
incubadas con eIF4EP respecto a la absorbancia a 450 nm de las células incubadas con 
eIF4E. Los valores obtenidos se normalizaron respecto al control de transfección o al 
control sin transfectar según corresponda.  
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4. EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE MNKs RECOMBINANTES 
4.1 PURIFICACIÓN DE HIS-MNK1b  
 
MNK1b, con una cola de 6 histidinas en el extremo N-terminal, se purificó a 
partir de lisados de bacterias E.coli BL21 que contienen el plásmido pDest-Mnk1b 
(preparado por la empresa ProAlt a partir del plásmido pcDNA3-MNK1b). Las bacterias 
se resuspendieron en tampón de lisis (Tris-HCl 20 mM, pH 7.8; NaCl 0.5 M; imidazol 20 
mM, MgCl2 2 mM), se añadió lisozima a una concentración final de 1 mg/mL y se 
incubaron en hielo durante 30 min. Posteriormente las bacterias se lisaron mediante 
sonicación durante 4 ciclos de 15 seg a máxima amplitud. A continuación, se 
centrifugaron a 10000 g durante 30 min a 4°C y se obtuvo la fracción soluble en el 
sobrenadante.  
 
La proteína MNK1b presente en la fracción soluble se purificó utilizando la 
columna HistrapTM FF (GE Healthcare, Reino Unido) con un sistema ÄKTA prime plus 
(GE Healthcare, Reino Unido) y el programa His-Trap. Los lavados se realizaron con el 
tampón de lisis y la elución con el tampón Tris-HCl 20 mM, pH 7.8; NaCl 0.5 M; 
imidazol 500 mM, MgCl2 2 mM. Las distintas fracciones se resolvieron en geles de 
policacrilamida, se tiñeron con el colorante azul de Coomassie (Brilliant Blue R (Sigma-
Aldrich, EEUU) 0.2%, ácido acético 10% y metanol 40%. Después se destiñeron con la 
solución de desteñido para Coomassie (ácido acético al 7% y etanol al 20%) el tiempo y 
las veces necesarias, y después se mantuvieron en etanol al 30%. Las fracciones en las 
que eluye His-MNK1b (Figura 9A) se unieron, dializaron frente a PBS, se concentraron, 
se determinó su concentración por el método de Bradford, se alicuotaron y se 
congelaron a -80°C. 
 
4.2 PURIFICACIÓN DE GST-MNKs 
 
Para la expresión en bacterias y purificación de MNK1a, MNK1b, y los mutantes 
de deleción MNK1aΔ77 (deleción de los últimos 77 aminoácidos) y MNK1ΔCt (deleción 
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de los últimos 89 aminoácidos), los plásmidos pEBG6P que contienen los cDNAS 
correspondientes a las 4 quinasas (generosamente cedidos por el Dr. Proud, 
Universidad de Southampton, Reino Unido) se digirieron con las enzimas BamHI y NotI 
(Fermentas, Canadá) y los fragmentos obtenidos se subclonaron en el vector de 
expresión en bacterias pGEX-4T3. Estas construcciones, que permiten expresar las 
proteínas fusionadas con glutation transferasa (GST) en el extremo N-terminal, se 
utilizaron para transformar bacterias Rosetta. 
 
Para la purificación de las GST-MNKs, las bacterias se crecieron en medio LB en 
presencia de ampicilina a 50 µg/mL durante 16 h a 37°C y en agitación. Al día siguiente, 
se añadió un volumen de 2.5 mL del preinóculo a 50 mL de medio LB con la misma 
concentración de antibiótico y se incubó a 37°C y en agitación hasta alcanzar una 
densidad óptica entre 0.5-0.6 a una longitud de onda de 600 nm. La inducción de la 
expresión de las proteínas se realizó adicionando IPTG (isopropil-β-D-
tiogalactopiranósido) (Sigma-Aldrich, EEUU) a una concentración final de 1 mM y 
creciendo el cultivo en agitación. En determinadas condiciones se pueden producir 
agregados de proteína inactiva en la célula, denominados cuerpos de inclusión. Son 
frecuentes en bacterias que producen proteínas heterólogas bajo el control de 
promotores fuertes, y por tanto representan un problema importante en procesos 
biotecnológicos destinados a la producción de proteínas. Por esta razón, previamente 
a la purificación de las proteínas, se realizaron pruebas de tiempo de inducción con 
IPTG (1-4 h) y de temperatura (25 o 37°C) y se prepararon las fracciones solubles e 
insolubles de las bacterias (como se describe más abajo), observándose que las 
condiciones óptimas para la mayor recuperación de proteína en la fracción soluble 
fueron 1 h de inducción con IPTG a 25°C, excepto para la expresión de MNK1ΔCt en la 
que se utilizaron 2 h de inducción a la misma temperatura. 
 
Las bacterias, tras la inducción con IPTG, se centrifugaron a 2000 g durante 20 
min a 4°C y, tras eliminar el sobrenadante, se resuspendieron en 1.5 mL de tampón C 
(PBS y EDTA 1mM), se añadió lisozima a una concentración final de 1 mg/mL durante 
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30 min en hielo y, tras este tiempo, se añadió tritón X-100 al 0.5%. Las bacterias se 
lisaron mediante sonicación en 4 ciclos con pulsos de 15 seg parando 10 seg en hielo 
entre cada ciclo. El homogeneizado resultante se centrifugó a 10000 g  durante 30 min 
a 4°C, obteniéndose el sobrenadante (fracción soluble) y el sedimento (fracción 
insoluble).  
 
Para la purificación de las GST-MNKs, se utilizó la resina glutatión-sefarosa 
(GenScript, EEUU), que se equilibró con tampón C en presencia de tritón X-100 al 0.5%. 
Se añadieron 100 µL de resina al 50% a los sobrenadantes correspondientes a las 
fracciones solubles y se incubaron en agitación en una noria durante 2 h a 4°C. A 
continuación se centrifugaron a 5000 g durante 5 min a 4°C y se lavó la resina 3 veces 
con 0.5 mL de tampón C en presencia de tritón X-100 al 0.5%. La elución de la proteína 
se realizó añadiendo a la resina 50 µL del tampón de elución (Tris-HCl 50 mM pH 8.0 y 
glutation reducido 10 mM) en agitación en una noria durante 10 min a temperatura 
ambiente. Posteriormente se volvió a centrifugar a 5000 g durante 5 min a 4°C y se 
recogió el sobrenadante que se denominó E1, se repitió el proceso añadiendo más 
tampón de elución para obtener el sobrenadante E2. Se realizó una electroforesis y 
tinción con azul de Coomassie para comprobar que la purificación se había producido 










Figura 9. Purificaciones de MNKs recombinantes. (A) Gel de poliacrilamida teñido con azul de 
Coomassie correspondiente a las distintas fracciones de la purificación de His-MNK1b. (B) Gel de 
poliacrilamida teñido con azul de Coomassie correspondiente a las purificaciones de GST-MNKs. 

































Materiales y Métodos 
 
 60 
5. SELECCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE APTÁMEROS  
5.1 SELECCIÓN IN VITRO (SELEX) 
 
Para el inicio de las rondas de selección, se utilizó una librería de 
oligonucleótidos de DNA de cadena sencilla, denominada RND40, formada por 
moléculas diferentes con 40 nucleótidos centrales de secuencia aleatoria flanqueada 
por dos regiones de 18 nucleótidos de secuencia conocida. En la selección, 2 nmol de 
la librería fueron desnaturalizados durante 10 min a 90°C en un volumen de 200 µL de 
tampón de aptámeros (Tris-HCl 20 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, MgCl2 1 mM, KCl 5 mM), 
y se mantuvo a 4°C durante 10 min para promover la formación de las estructuras 
terciarias de la hebra de DNA. La proteína diana His-MNK1b (3.9 µg, 100 pmol) se 
incubó con el RND40 durante 1 h a 37°C en agitación. Para la purificación de los 
complejos aptámero-proteína se añadieron a la mezcla 20 µL de resina Ni-NTA agarosa 
(Qiagen, Alemania) en un volumen final de 200 µL en tampón de aptámeros,  y se 
incubó durante 1 h a 4°C en noria. Después se realizaron 3 lavados con 1 mL de 
tampón de aptámeros centrifugando a 12000 g durante 10 min y los complejos 
MNK1b:aptámero se resuspendieron en 20 µL de agua y se incubaron a 90°C durante 5 
min, para separar los aptámeros de la proteína, tras lo que se volvieron a centrifugar y 
se recuperó el sobrenadante. Las secuencias de DNA monocatenarias que se 
encontraban en el sobrenadante anterior, se amplificaron mediante PCR en el 
termociclador iQ5 con los cebadores denominados F3 (5’-GCG GAT GAA GAC TGG TGT-
3’) y R3 (5’-GTT GCT CGT ATT TAG GGC-3’) a 0.8 µM cada uno, dNTPs a 200 µM, 2 mM 
de MgCl2 y 2 U de Taq Polimerasa (Biotools, España), en tampón PCR 1x en un volumen 
final de 50 µL. El programa que se utilizó en la PCR fue el siguiente:  
                        95°C          2 minutos            1 ciclo 
 
                          95°C          30 segundos       
 
                          56°C          30 segundos        15 ciclos 
 
                          72°C          30 segundos 
 
                          72°C           5 minutos            1 ciclo 
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El esquema general de este proceso de selección se muestra en la Figura 10. 
Para llevar a cabo una nueva ronda de selección se utilizó 1 nmol (25 µg) del producto 
de PCR de la ronda anterior, y se repitió todo el proceso descrito anteriormente. Para 
favorecer la selección, a partir de la ronda 5, la población de aptámeros y His-MNK1b 
se incubaron durante 30 min a 37°C, en lugar de 1 h. A lo largo de las rondas, para 
comprobar si la amplificación del aptámero se había efectuado correctamente, se 
realizaron electroforesis en geles de 2.5% agarosa (Sigma-Aldrich, EEUU) en tampón 
TAE 1x (Tris-HCl 40 mM pH 7.4, ácido acético 0.112% y EDTA 1 mM) y una dilución 
1/10000 de Gel Red (Biotium, EEUU), que se intercala entre las cadenas de DNA y 
permite observar las bandas cuando el gel es expuesto a la luz ultravioleta en un 
analizador de geles. Las muestras se cargaron en tampón de carga (Fermentas, 
Canadá) acompañadas del marcador de peso molecular pUC19 DNA/Msp I (Hpa II) 
(Fermentas, Canadá). Las electroforesis se desarrollaron en el mismo tampón del gel, a 























Los ácidos nucleicos resultantes de cada amplificación se precipitaron con 0.1 
v/v de acetato sódico 3 M y 2.5 v/v de etanol absoluto frío durante 1 h a -80°C, o 
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durante una noche a -20°C. Transcurrido este tiempo, la mezcla se centrifugó a 12000 
g durante 15 min y el sedimento obtenido se lavó con 100 µL de etanol al 70%. Se 
realizó otra centrifugación en las mismas condiciones, se retiró el sobrenadante y se 
eliminaron los restos de etanol a temperatura ambiente. El sedimento se resuspendió 
en 25 µL de agua y se cuantificó en el nanodrop NanoPhotometerTM (IMPLEN, 
Alemania). 
 
Con el objetivo de evitar que se seleccionaran aptámeros frente a la resina Ni-
NTA que se estaba utilizando, se realizó una contraselección. Para ello, 1 nmol de la 
población de aptámeros obtenida después de las rondas 4, 7 y 10, se incubó con 20 µL 
de resina Ni-NTA agarosa en tampón de aptámeros durante 1 h a 4°C y en noria. 
Después se centrifugó a 12000 g durante 10 min y se recogió el sobrenadante, donde 
se encontraban aquellos aptámeros que teóricamente reconocían MNK1b y no 
reconocían la resina Ni-NTA. Con la ronda correspondiente contraseleccionada se 
continuó el proceso de selección. 
5.2 CLONAJE DE LOS APTÁMEROS Y ANÁLISIS DE SECUENCIAS 
 
Con la finalidad de obtener aptámeros individuales, las poblaciones de las 
rondas 7 y 10 se clonaron en el plásmido pGEM®-T (Promega, EEUU). La reacción de 
ligación se optimizó a una relación molar 3:1 (aptámero:vector) en un volumen de 
reacción de 10 µL, con 3 U de la enzima T4 DNA ligasa (Promega, EEUU), en tampón T4 
DNA ligasa. La incubación se realizó a temperatura ambiente durante 1 h, o bien toda 
la noche a 4°C. La mezcla de ligación se utilizó para transformar bacterias competentes 
E.coli JM109 (Promega, EEUU) y las colonias fueron analizadas mediante PCR para la 
identificación de los clones positivos y su aislamiento.  
 
Una vez identificados los aptámeros y sus secuencias correspondientes 
mediante el clonaje y la secuenciación, se utilizó el programa informático Mfold 
(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form), que permite predecir las 
estructuras secundarias más estables en base a su energía libre. Además, se estudió la 
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capacidad de los aptámeros de formar estructuras G-cuádruplex mediante el análisis 
de las secuencias utilizando el programa QGRS Mapper 
(http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/analyze.php). 
  
5.3 MARCAJE DE APTÁMEROS Y TRATAMIENTO CON EXONUCLEASA 
 
Las poblaciones de aptámeros y los clones individuales se marcaron en sus 
extremos mediante PCR utilizando las parejas de oligonucleótidos 5´-dig-F3 y 5’-P-R3 y 
5’-P-F3 y 5´-dig-R3. Puesto que el producto de la PCR es de doble cadena, se eliminó la 
cadena marcada con P en posición 3’. Para ello se utilizó la enzima Lambda 
exonucleasa (New England BioLabs, Reino Unido), de modo que para un volumen final 
de 50 µL se utilizó 1 U de enzima y 5 µL del tampón de la enzima. La mezcla se incubó a 
37°C durante 30 min y, posteriormente, a 70°C durante 10 min para la inactivación de 
la exonucleasa. Para la recuperación de las cadenas sencillas se precipitaron las 
mezclas, como se describe en el apartado 5.1. 
 
5.4 ENSAYO ENZIMÁTICO EN PLACA CON APTÁMEROS (ELONA) 
 
La técnica ELONA (Enzyme-Linked OligoNucleotide Assay) es un ensayo 
cuantitativo basado en la interacción entre la molécula diana y el oligonucleótido 
conjugado a una enzima, cuya actividad es capaz de generar productos detectables por 
colorimetría o fluorescencia. Según el objetivo planteado y la información que se 
desea obtener se realizaron distintas combinaciones de aptámeros o proteínas, 
manteniendo el mismo protocolo de actuación. 
 
Esta técnica se llevó a cabo para estudiar qué poblaciones o aptámeros 
reconocían mejor a la proteína diana y para ensayos de afinidad y especificidad. Para 
ello, se añadieron 200 ng de proteína/pocillo diluida en solución coating (KPL, EEUU) 
(200 µL/pocillo) a una placa de ELISA de 96 pocillos Maxisorp Nunc (Thermo Scientific, 
Dinamarca). La placa se incubó toda la noche a 4°C y en agitación. Al día siguiente se 
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retiró el contenido de los pocillos, para eliminar el exceso de proteína no unida a la 
placa, y se añadieron 200 µL/pocillo de PBS-BSA 5%. La placa se incubó a 37°C durante 
1 h y con agitación para bloquear y evitar uniones inespecíficas. Después se hicieron 4 
lavados con tampón de aptámeros con BSA al 0.2%, utilizando un sistema lavador de 
placas Hydro Flex (TECAN, Suiza). A continuación, se incubó la proteína dispuesta en la 
placa con los aptámeros que se analizaron, a la concentración que correspondiera 
según el ensayo y en un volumen final de 200 µL/pocillo de tampón de aptámeros sin 
BSA durante 1 h a 37°C con agitación. Todos los aptámeros utilizados, ya fueran 
poblaciones o clones, estaban marcados con digoxigenina o biotina y habían sido 
previamente desnaturalizados a 90°C durante 10 min y posteriormente mantenidos a 
4°C durante 10 min. Transcurrido el periodo de incubación, el exceso de DNA no unido 
se eliminó con 4 lavados con el tampón de aptámeros igual que anteriormente. Para la 
detección de la unión del aptámero a la proteína, se añadieron 200 µL de anticuerpo 
anti-digoxigenina conjugado con peroxidasa (Roche, Suiza) o estreptavidina-peroxidasa 
(GE Healthcare, Reino Unido) diluidos 1/1000 en tampón de aptámeros a 37°C durante 
1 h en agitación. Para la eliminación del exceso de anticuerpo, se realizaron 4 lavados 
con tampón de aptámeros. Para el revelado de la placa se añadieron 100 µL/pocillo de 
solución ABTS (Roche, Suiza) y  se incubó en oscuridad a temperatura ambiente 
adquiriendo medidas a una longitud de onda de 405 nm cada 10 min en un 
espectrofotómetro SPECTRA FLUOR (TECAN, Suiza).   
 
5.5 ANÁLISIS DE LOS COMPLEJOS APTÁMERO-DIANA POR PCR A TIEMPO REAL 
 
Otro método, alternativo al ELONA, para determinar la afinidad de los 
aptámeros por MNK1b es la cuantificación de los aptámeros capaces de unirse a 
complejos resina-MNK1b por PCR cuantitativa. Los complejos se obtuvieron incubando 
His-MNK1b con la resina Ni-NTA agarosa durante 1 h a 4°C en una noria. Una vez 
obtenidos los complejos, se incubaron 10 µL/tubo de la resina Ni-NTA acomplejada con 
MNK1b (200 ng/tubo, 5 pmol/tubo) con 2 µg (80 pmol) de aptámero durante 30 min a 
37°C con agitación. En paralelo se incubaron la misma cantidad de cada aptámero con 
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10 µL/tubo de la resina Ni-NTA sin MNK1b. Tras centrifugar a 12000 g 10 min, se 
lavaron 3 veces con 250 µL de tampón de aptámeros y, finalmente, la resina se 
resuspendió en 20 µL de agua, se incubó a 90°C durante 10 min y se realizó el análisis 
cuantitativo mediante qPCR. Se utilizó el kit SYBR® Premix Ex TaqTM (Takara, Japón) 
siguiendo las indicaciones del fabricante, en un equipo iQ5 y los oligonucleótidos  F3 y 
R3. La mezcla de reacción constaba de: SYBR® Premix Ex TaqTM 1x, oligonucleótidos a 
0.2 µM, 1 µL de molde y agua hasta completar 20 µL/tubo de volumen final. El 
protocolo de PCR que se utilizó fue: 
 
Ciclo Repeticiones Paso Tiempo (min) T(°C) T final (°C) 
1 1 1 0.30 95  
2 25 1 0.05 95  
  2 0.20 55  
  3 0.15 72  
3 1 1 1.00 72 
 
 
4  81 1 0.30 55 95 
(Melting)      
 
5.6 MEDIDA DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE LOS APTÁMEROS 
 
Para determinar la entrada de los aptámeros dentro de las células, así como su 
vida media en el citoplasma, las células MDA-MB-231 que fueron transfectadas con los 
aptámeros, fueron levantadas y centrifugadas, lavadas con PBS y, finalmente, lisadas 
en 35 µL de agua durante 5 min. Posteriormente, los lisados se incubaron a 90°C 
durante 10 min y se centrifugaron a 12000 g durante 10 min tras lo que se recogió el 
sobrenadante y se realizó la qPCR. En este caso, se utilizó QUANTIMIX EASY KIT 
(Biotools, España) siguiendo las indicaciones del fabricante, en un equipo iQ5 y los 
oligonucleótidos  F3 y R3. La mezcla de reacción constaba de: Quantimix Easy master 
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mix 1x,  oligonucleótidos a 0.2 µM, 1 µL de molde y agua hasta completar 20 µL/tubo 
de volumen final. El protocolo de PCR que se utilizó fue: 
 
Ciclo Repeticiones Paso Tiempo (min) T(°C) T final (°C) 
1 1 1 2.00 95  
2 25 1 0.05 95  
  2 0.20 55  
  3 0.20 72  
3 1 1 1.00 72 
 
 
4  81 1 0.30 55 95 
(Melting)      
 
Para cuantificar las cantidades de aptámeros en el interior celular, se hizo una 
recta patrón con cantidades conocidas de cada uno de los aptámeros entre 100 fmol y 
10 amol. 
 
6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD MNK QUINASA 
 
Los ensayos quinasa realizados con las MNKs purificadas a partir de bacterias, 
obtenidas como se explica en el apartado 4, mostraron que estas proteínas no eran 
funcionales. En consecuencia, para valorar la actividad quinasa de MNK1a se ha 
utilizado una proteína quinasa comercial GST-MNK1a T385D recombinante y activada 
(BPS Bioscience, EEUU), y para valorar la actividad de MNK1b se han utilizado 
inmunoprecipitados de lisados de células que sobreexpresaban Myc-MNK1b.  
 
Para analizar el efecto de los aptámeros, en los ensayos con GST-MNK1a 
T385D, se realizó una preincubación de la quinasa con los aptámeros con el fin de dar 
tiempo a que se produzca la interacción. Para ello, en el ensayo se añadieron 0.25 
µg/tubo de GST-MNK1 T385D, 3 µL/tubo de tampón quinasa 10x (Tris-HCl 200 mM, pH 
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7.5; KCl 0.5 M y MgCl2 100 mM) y 6 pmol/tubo (0.2 µM) de aptámeros diluidos en 
tampón de aptámeros sin BSA. La preincubación se realizó a 30°C y en agitación (350 
rpm) durante 5 min. Después se adicionaron el péptido sustrato de quinasas 
RRRLSSLRA (200 µM) (AnaSpec EGT Group, EEUU), que se ha descrito que es sustrato 
de MNK1a (Konicek y col., 2011), 100 µM de ATP frío (Sigma-Aldrich, EEUU) y 1 µCi de 
[γ -32P] ATP (Hartmann Analytic, Alemania). El volumen final de la reacción fue de 30 µL 
y tras 30 min de incubación con agitación, se paró la reacción pipeteando 10 µL por 
duplicado sobre papeles de cromatografía Whatman P81 (GE Healthcare, Reino 
Unido), que se sumergieron en una solución de ácido fosfórico al 1%. Con esto se 
procedió a lavar todo el [γ -32P] ATP en exceso que no había sido incorporado en la 
reacción. Todos los papeles se lavaron 3 veces durante 10 min con ácido fosfórico al 
1% y tras la adición de 3.5 mL de líquido de centelleo OptiPhase HiSafe 3 se 
cuantificaron en un contador de centelleo Tri-Carb 2800TR. Los resultados obtenidos 
en cpm se expresaron en porcentajes normalizados respecto al control 
correspondiente. 
 
Para valorar la actividad quinasa de MNK1b se utilizaron inmunoprecipitados de 
lisados de células HEK293T que sobreexpresan Myc-MNK1b, con el fin de obtener la 
proteína que posteriormente se usó en ensayos de actividad quinasa. Los lisados (1.6 
mg) se incubaron en presencia de  fluoruro sódico 10.5 mM  (NaF), 3.6 µg/µL de BSA y 
30 µL de Ab-anti-myc en un volumen final de 1 mL durante 2 h en una noria a 4°C. 
Después se añadieron 100 µL de la resina proteína G sefarosa al 50% (GE Healthcare, 
Reino Unido) previamente equilibrada con tampón A, a cada tubo y se incubaron 
durante 1 h en una noria a 4°C. Posteriormente, se hicieron 3 lavados con 1 mL/tubo 
de tampón A centrifugando a 2000 g durante 5 min, un lavado con 1 mL/tubo de 
cloruro de litio (LiCl) 0.5 M y 2 lavados con tampón quinasa 1x Tris-HCl (20 mM pH 7.5; 
KCl  50 mM y MgCl2 10 mM). En el penúltimo lavado, se separaron 10 µL que se 
emplearon para comprobar por western blot que la inmunoprecipitación se había 
producido correctamente. Los inmunoprecipitados (1/10) se preincubaron con 6 
pmol/tubo (0.2 µM) de los distintos aptámeros como se describe anteriormente 
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durante 5 min y tras la adición del péptido sustrato RRRLSSLRA (200 µM), 100 µM de 
ATP frío (Sigma-Aldrich, EEUU) y 1 µCi de [γ -32P] ATP la incubación se mantuvo durante 
1 h, tras la cual se paró la reacción pipeteando 10 µL por duplicado sobre papeles de 
cromatografía Whatman P81, siguiendo el mismo protocolo que anteriormente. Los 
resultados se expresaron en porcentajes normalizados respecto al control 
correspondiente.  
 
7.  INMUNOCITOQUÍMICA Y APTACITOQUÍMICA   
 
La inmunocitoquímica (ICQ) es una técnica que posibilita la localización 
microscópica de las proteínas presentes en las células. Se decidió utilizar los aptámeros 
conjugados comercialmente en el extremo 5´con Alexa-488 (IBA, Alemania), para que 
pudieran ser detectados en el microscopio, con el fin de estudiar su capacidad de 
unión a la diana en las células. 
 
Para la realización de esta técnica, las células MDA-MB-231 estables se 
sembraron a una densidad de 4x104 células/pocillo en placas p24 sobre cubres de 
cristal previamente tratados con poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich, EEUU). Tras 16-24 h, las 
células se fijaron con metanol frío durante 20 min a -20°C, se lavaron tres veces con 
PBS y se bloquearon con SBF diluido al 10% en PBS durante 1 h a temperatura 
ambiente. Tras un nuevo lavado con PBS, se incubaron con 2 pmol/cubre de aptámero 
conjugado con  Alexa-488 diluido en tampón de aptámeros con BSA al 0.2% durante 1 
h a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente, las células se lavaron tres 
veces con PBS y se añadió el anticuerpo primario correspondiente diluido en SBF al 
10% (MNK1 (C-20) 1/50 o MNK1 (M-20) 1/25) durante toda la noche a 4°C y en 
oscuridad. Tras la incubación, se lavaron las células con PBS y se incubaron con el 
anticuerpo secundario frente a IgG de cabra conjugado con rodamina 1/200 (Jackson, 
EEUU) diluido en SBF al 10% durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. En el 
ensayo en el que se utilizaron células MDA-MB-231 transfectadas transitoriamente con 
el plásmido pcDNA3-Flag-MNK1b, se utilizó como anticuerpo primario Flag 1/3000 y un 
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secundario frente a IgG de ratón conjugado con Alexa Fluor 568 (Invitrogen, EEUU) 
1/300, ambos diluidos en SBF al 10%. Finalmente, se lavaron las células con PBS y agua 
y se montaron en portaobjetos de vidrio utilizando tampón con glicerol, p-
fenilendiamina y bis-benzamida 30 µM (Hoechst 33342).  
8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO   
 
Todos los datos se expresaron como la media ± error estándar de la media 
(SEM). Para determinar si las diferencias entre los distintos grupos son o no 
significativas, se ha utilizado el análisis de la varianza (ANOVA) y cuando este análisis 
fue significativo, se ha utilizado el post-test Tukey´s. Para determinar si la media de 
una muestra difiere significativamente del valor control se utilizó la Prueba T-test para 
una muestra. El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el programa 
informático GraphPad Prism®, versión 4.0 (San Diego, EEUU). La significación 
estadística se expresó como: * o c, p<0.05 (significativo); ** o b, p<0.01 (muy 
significativo); *** o a, p<0.001 (altamente significativo). 
  
Para analizar la relación entre la expresión de MNK1b y los subtipos 
moleculares se utilizó la prueba chi-cuadrado, utilizando el programa informático SPSS 




Análisis de imagen: Image QuantTL  (GE Healthcare, Reino Unido) 
Analizador de geles: Minibis Pro (DNR Bio-Imaging Systems, Israel) 
Centrífugas: B4i/BR4i Jouan de DJB (Labcare, Reino Unido), microfuga Mini-Spin® 
(Eppendorf, Alemania), Beckman J2-HS (Beckman Coulter, Alemania) 
Criostato: MICROM HM 550 (Thermo Fisher Scientific, EEUU) 
Equipo para el revelado fotográfico: Fuji Photo Film CO.LTD. 
Escáner: Perfection 2450 (Epson, Japón) 
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Membranas de transferencia: PVDF Hybond-P (GE Healthcare, Reino Unido) 
Método de revelado: ECLTM y ECL-Advance (GE Healthcare, Reino Unido); Supersignal® 
(Pierce, EEUU); ClarityTM Western ECL Substrate (BIORAD, EEUU); Sustrato BCIP y NBT 
(BIORAD, EEUU) 
Microscopio: Nikon Eclipse Ti acoplado a un módulo confocal Nikon C1 (Nikon, Japón) 
Otros productos: desoxinucleótidos, sales, ácidos y bases inorgánicas, solventes 
orgánicos, detergentes, agarosa, reactivos etc fueron suministrados por las siguientes 
casas comerciales: Panreac, Sigma, Merck y BIORAD 
Papel de transferencia: Munktell (GE Healthcare, Reino Unido) 
Películas fotográficas: de sensibilidad normal, Fuji Medical X-Ray Film (Fujifilm, Japón); 
hipersensibles Amersham Hyper-filmTM ECL (GE Healthcare, Reino Unido). 
Productos radiactivos: [γ -32P] ATP AE 3000 Ci/mmol (Hartmann Analytic, Alemania) y 
[3H]-Met AE 82.1 Ci/mmol (PerkinElmer, EEUU) 
 
La procedencia del resto de los materiales se detalla en el texto. 
 
 























































































1. PAPEL DE MNK1a y MNK1b EN LA PROGRESIÓN TUMORAL EN  
CÁNCER DE MAMA 
1.1 EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS MNK1a Y MNK1b EN TUMORES DE MAMA 
 
Uno de los objetivos de este trabajo es estudiar el papel de las quinasas MNK1a 
y MNK1b en la tumorogénesis y su potencial como dianas terapéuticas. En un primer 
abordaje experimental, se analizó la expresión de MNK1a y MNK1b, y la expresión y 
fosforilación del eIF4E en tumores de mama y su correlación con los distintos tipos 
tumorales. 
 
Se estudiaron 35 muestras, depositadas en el Biobanco del Hospital 
Universitario Ramón y Cajal-IRYCIS, procedentes de tumores de pacientes, mujeres, 
diagnosticadas de cáncer de mama y sus correspondientes controles de tejido sano 
adyacente. En función de la expresión de determinados marcadores, las muestras se 
clasificaron en los 4 subtipos moleculares de modo que 8 pertenecían al subtipo 
luminal A (LA), 9 al luminal B (LB), 8 al HER2 y 10 al triple negativo (TN) (Tabla 7). 
 
A partir de las muestras se obtuvieron extractos totales de proteína y RNA 
como se indica en el apartado 1 de Materiales y Métodos. La inmunodetección de las 
proteínas se realizó mediante electroforesis (SDS-PAGE), transferencia a membranas 
de PVDF e incubación con anticuerpos específicos contra eIF4EP, eIF4E y MNK1. Por 
otro lado, se realizó un análisis cuantitativo de la expresión de los mRNAs mediante 
RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR) utilizando como molde el RNA procedente de tejido 






























2 HER2 Negativo Negativo Positivo Alto > 15% 
3 LA Positivo Positivo Negativo Bajo<15% 
4 LB Positivo Positivo Negativo Alto>15% 
8 LA Positivo Positivo Negativo Bajo<15% 
9 LB Positivo Positivo Negativo Alto>15% 
10 LB Positivo Negativo Negativo Alto>15% 
11 LB Positivo Negativo Negativo Alto>15% 
12 HER2 Negativo Negativo Positivo Alto>15% 
17 TN Negativo Negativo Negativo Alto>15% 
18 LB Positivo Negativo Positivo Bajo<15% 
19 LA Positivo Positivo Negativo Bajo<15% 
21 TN Negativo Negativo Negativo Bajo<15% 
22 LB Positivo Positivo Positivo Alto>15% 
38 LA Positivo Positivo Negativo Bajo<15% 
39 LA Positivo Positivo Negativo Bajo<15% 
40 HER2 Negativo Negativo Positivo Alto>15% 
41 LA Positivo Positivo Negativo Bajo<15% 
42 LB Positivo Positivo Negativo Alto>15% 
43 LB Positivo Positivo Negativo Alto>15% 
44 LA Positivo Positivo Negativo Bajo<15% 
45 LB Positivo Negativo Positivo No valorable 
46 LA Positivo Positivo Negativo Bajo<15% 
47 HER2 Negativo Negativo Positivo Alto>15% 
48 TN Negativo Negativo Negativo Alto>15% 
57 TN Negativo Negativo Negativo Alto>15% 
61 TN Negativo Negativo Negativo Alto>15% 
63 HER2 Negativo Negativo Positivo Alto>15% 
64 HER2 Negativo Negativo Positivo Alto>15% 
65 TN Negativo Negativo Negativo Bajo<15% 
66 TN Negativo Negativo Negativo Alto>15% 
67 TN Negativo Negativo Negativo Alto>15% 
68 TN Negativo Negativo Negativo Alto>15% 
69 HER2 Negativo Negativo Positivo Alto>15% 
70 HER2 Negativo Negativo Positivo Alto>15% 
71 TN Negativo Negativo Negativo Alto>15% 
 
1
 Subtipos moleculares: LA (ER+ y/o PR+ HER2-), LB (ER+ y/o PR+ HER2-/+), HER2 (ER- PR- HER2+) y TN 
(ER- PR- HER2-). 
 
Los niveles de MNK1a en los distintos tumores se analizaron con un anticuerpo 
generado contra el extremo C-terminal de MNK1a (MNK1(C-20)), que solamente 
reconoce MNK1a y no MNK1b, como se describe en el apartado 3 de Materiales y 
Métodos, y se calculó la ratio entre tejido tumoral y tejido sano (Figura 11A). El 
Tabla  7. Muestras estudiadas de tumores de mama.  
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subtipo molecular LA es el único en el cual hay un aumento significativo en los niveles 
de MNK1a en tejido tumoral respecto al sano siendo su valor medio 3.1, mientras que 
en los demás subtipos los niveles de MNK1a no varían (Figura 11B). 
 
Para valorar los niveles de MNK1b se utilizó un anticuerpo generado contra el 
extremo N-terminal de MNK1 (MNK1 (M-20)) capaz de reconocer tanto MNK1a como 
MNK1b, y se calculó, como anteriormente, la ratio entre tejido tumoral y sano. Como 
se muestra en la Figura 11A, en muchos casos (17 de las 35 muestras estudiadas) 
MNK1b no era detectable en el tejido control por lo que se decidió realizar un análisis 
cualitativo. Para realizar esta valoración, se asignó el valor de 0 a aquellos casos en los 
que no hay cambios en los niveles de expresión de MNK1b entre tejido tumoral y sano 
o en los que no se detecta la proteína en tejido tumoral, y el valor de 1 en los que se 
observa un aumento en la expresión de MNK1b en tejido tumoral respecto al tejido 
sano o en los que sólo se detecta MNK1b en tejido tumoral. En este análisis se observa 
que existen diferencias significativas entre LA y TN (ambos HER2 negativo), en los que 
más del 75% de los tumores sobreexpresan MNK1b, y los subtipos LB y HER2, en los 
que estos tumores representan un 41.2% (Figura 11C). Cuando se agrupan los casos en 
función de la expresión de HER2, existe una correlación significativa entre las muestras 
MNK1b positivo y HER2 negativo (Prueba Chi-cuadrado, p=0.035).  
 
Se realizó un análisis cuantitativo de la expresión de los mRNAs de MNK1a y 
MNK1b. Para ello se utilizó el RNA de aquellas muestras que presentaban valores más 
altos y similares entre tejido control y tumoral del factor RQI (índice de calidad del 
RNA) agrupándolas en dos grupos, HER2 negativo y HER2 positivo. Tras llevar a cabo la 
RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR), se cuantificó la expresión de los mRNAs de MNK1a y 
MNK1b en tejido tumoral y sano adyacente como se describe en el apartado 1 de 




































Figura 11. Expresión y niveles del mRNA de MNK1a y MNK1b en tumores de mama. (A) 
Inmunodetección de MNK1a y MNK1b (SDS-PAGE 12%) en muestras de tumores de mama. La β-
actina y GAPDH se utilizaron como controles de carga. Se indica el número de muestra y el tipo 
molecular. (C) tejido sano; (T) tejido tumoral.  (B) Cuantificación de los niveles de MNK1a de las 
muestras normalizados frente a β-actina y GAPDH y expresados como la ratio de T/C. La línea 
horizontal representa la media de cada subtipo molecular. (*p<0.05 respecto a 1; c p<0.05 y b 
p<0.01 respecto a LA). (C) Valoración cualitativa de MNK1b asignando el valor de 0 a aquellos casos 
en los que no hay cambios en los niveles de expresión de MNK1b entre tejido tumoral y sano o en 
aquellos en los que no se detecta la proteína en tejido tumoral, y el valor de 1 en los que se observa 
un aumento en la expresión de MNK1b en tejido tumoral respecto al tejido sano o en los que sólo se 
detecta MNK1b en tejido tumoral. (D) Cuantificación de los niveles de los mRNAs de MNK1a y 
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Como se observa en la Figura 11D, los resultados muestran que en el grupo 
HER2 positivo, los niveles del mRNA de MNK1a disminuyen en el tejido tumoral en los 
5 casos analizados, mientras que el mRNA de MNK1b aumenta más de 3 veces en uno 
de ellos sin observarse cambios en el resto. En el grupo HER2 negativo, los niveles del 
mRNA de MNK1a también disminuyen en el tejido tumoral excepto en un caso, 
mientras que los niveles del mRNA de MNK1b aumentan en 3 de los 5 casos 
analizados. Por tanto, se puede concluir que los niveles del mRNA de MNK1b tienden a 
ser más altos en tejido tumoral respecto al sano en los tumores HER2 negativo, lo que 
está de acuerdo con los datos obtenidos al analizar la expresión de la proteína.  
 
Como se menciona en la introducción, el factor eIF4E es el sustrato mejor 
caracterizado de las MNKs habiéndose descrito un aumento de su expresión y de su 
fosforilación en cáncer. En este trabajo, se han analizado los niveles y el grado de 
fosforilación del eIF4E como se describe en el apartado 3 de Materiales y Métodos, y 
se ha calculado la ratio entre el tejido tumoral y sano (Figura 12A). Tanto los niveles 
como el grado de fosforilación del eIF4E aumentan significativamente en el tejido 
tumoral respecto al sano (2.39±0.28 veces, p<0.0001 y 1.57±0.02 veces, p=0.02, 
respectivamente). Cuando se consideran los casos analizados agrupados según su 
subtipo molecular, los niveles del eIF4E aumentan en los subtipos LA, LB y HER2, 
mientras que en el caso de los TN, aunque el valor medio es superior a 2, el 
incremento no es estadísticamente significativo (Figura 12B). Por otra parte, la 
fosforilación del eIF4E no varía en los subtipos LA, LB y HER2 pero sí lo hace en el 
subtipo TN, cuyo valor medio es superior a 2 (Figura 12C). No se observan diferencias 


























1.2  ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS PROTEÍNAS MNK1a Y MNK1b EN LÍNEAS CELULARES 
DE MAMA 
1.2.1  Expresión de MNK1a y MNK1b y fosforilación del eIF4E 
 
A la vista de los resultados mostrados en el apartado 1.1, se decidió estudiar el 
papel de las dos isoformas de MNK1 en 3 líneas celulares de cáncer de mama (MCF7, 
MDA-MB-231 y BT474), que representan a los subtipos moleculares LA, TN y LB, 
respectivamente. Para ello, se analizaron la expresión de MNK1a y MNK1b, así como 
los niveles y el grado de fosforilación del eIF4E, en estas tres líneas celulares. 
 
Se obtuvieron lisados celulares de las tres líneas de mama, como se describe en 
el apartado 2.5 de de Materiales y Métodos, en los que se analizaron los niveles de 
MNK1a y MNK1b mediante inmunodetección con los anticuerpos específicos. Los 
Figura 12. Expresión y fosforilación del eIF4E en tumores de mama. Se obtuvieron los extractos de 
proteínas de los cortes de tejido tumoral y sano. (A) Niveles totales y fosforilados del eIF4E de 
muestras representativas (SDS-PAGE 12% e inmunodetección). (B) Cuantificación de los niveles del 
eIF4E respecto a β-actina y GAPDH expresados como la ratio T/C (C) Cuantificación de los niveles 
del eIF4EP respecto a los del eIF4E expresados como la ratio T/C (**p<0.01, *p<0.05 respecto a 1). 
 





















































































resultados del análisis densitométrico de las bandas muestran que las células MDA-
MB-231 presentan niveles de MNK1a significativamente menores que las células MCF7 
y BT474 (Figura 13A), mientras que, por otra parte, las células BT474 son las que 



































Para confirmar si los cambios en la expresión de las dos proteínas son debidos a 
diferencias en los niveles del mRNA, se llevó a cabo un análisis cuantitativo de la 
expresión de dichos mRNAs mediante qRT-PCR, como se indica en el apartado 2.8 de 
Materiales y Métodos. Los resultados muestran que los niveles del mRNA de MNK1a 
son significativamente más altos en las células BT474 respecto a las otras dos líneas 
Figura 13. Expresión y niveles de los mRNAs de MNK1a y MNK1b en líneas celulares de mama. 
Inmunodetección (SDS-PAGE 12%) de MNK1a (A) y MNK1b (B) en células MCF7, MDA-MB-231 y 
BT474. Los valores obtenidos de la cuantificación de las bandas se normalizaron respecto a los de β-
actina, que se utilizó como control de carga. Las barras representan la media ± SEM de 5-11 
experimentos independientes. Cuantificación de los niveles de mRNA de MNK1a (C) y MNK1b (D) 
mediante qRT-PCR como se describe en Materiales y Métodos. Los datos se expresan como 2
-∆∆Ct y 
representan la media ± SEM de 3-4 experimentos independientes. (*p<0.05, **p<0.01 respecto a las 
























































































































































































celulares (Figura 13C), mientras que los de MNK1b son significativamente más bajos en 
esta línea celular (Figura 13D). Las células MCF7 y MDA-MB-231 presentan niveles 
similares del mRNA de MNK1a, y la línea MCF7 muestra niveles superiores del mRNA 
de MNK1b a los de la línea MDA-MB-231. Estos datos indican que existe una 
correlación entre los niveles de los mRNAs y la expresión de las proteínas, excepto en 




























El estudio de la expresión y fosforilación del eIF4E se realizó por 
inmunodetección con anticuerpos específicos frente al eIF4E y al eIF4EP (Figura 14A). 
Los datos indican que los niveles del eIF4E en la línea celular MDA-MB-231 son 
significativamente más bajos que en las otras dos líneas (Figura 14B). Por otra parte, 
las células MCF7 son las que presentan un grado de fosforilación del eIF4E 
significativamente menor, mientras que las BT474 presentan los niveles más altos 
(Figura 14C). El estudio de todos estos resultados permite concluir que no existe una 
Figura 14. Expresión y fosforilación del 
eIF4E en líneas celulares de mama. Se 
utilizaron lisados celulares de las líneas 
celulares de mama. (A) Niveles del eIF4E y 
eIF4EP (SDS-PAGE 12% e inmunodetección). 
La β-actina se utilizó como control de carga. 
(B) Cuantificación de los niveles del eIF4E 
respecto a los de β-actina. Las barras 
representan la media ± SEM de 3 
experimentos independientes. (C) 
Cuantificación de los niveles del eIF4EP 
respecto a los del eIF4E. Las barras 
representan la media ± SEM de 4 
experimentos independientes (*p<0.05, 
***p<0.001 respecto a las células MCF7 y b 


























































































correlación directa entre los niveles de las dos isoformas de MNK1 y la fosforilación de 
su sustrato eIF4E en estas líneas celulares. 
 
1.2.2 Estudio de las vías de señalización celular 
 
La fosforilación del eIF4E se regula tanto por la activación de las proteínas 
quinasas MNKs, a través de la vía de señalización MAPK, como por la disponibilidad del 
eIF4E para unirse al eIF4G, regulado por las proteínas inhibitorias 4E-BPs a través de la 
vía de señalización PI3K/AKT/mTOR como se muestra en la Figura 15 y se explica en el 
















Con el objetivo de identificar el mecanismo responsable de las diferencias en el 
estado de fosforilación del eIF4E entre las distintas líneas de mama, se decidió estudiar 
las vías de señalización celular PI3K/AKT/mTOR y MAPK, así como la actividad de 4E-
BP1. Para abordar este estudio se determinó la activación de AKT, p38 y ERK1 y 2 
mediante inmunodetección con anticuerpos fosfoespecíficos. Los resultados de estos 
Figura 15. Vías de señalización celular que regulan la fosforilación del eIF4E. Esquema general 
donde se muestran las cascadas de señalización de MAPK y PI3K/AKT/mTOR, así como los 




























ensayos muestran que las células BT474 son las que presentan una mayor fosforilación 
de AKT, en relación con las otras dos líneas celulares. Las células MDA-MB-231 tienen 
aproximadamente 9 veces más AKT fosforilado que las células MCF7 (Figura 16A). Por 
otra parte, los resultados indican que la fosforilación de p38 es visiblemente mayor en 
las células MDA-MB-231 mientras que la línea BT474 presenta una fosforilación de 
esta proteína significativamente más baja (Figura 16B). El análisis de la fosforilación de 
ERK1/2 muestra que los niveles de ERK2P son prácticamente indetectables (Figura 
16C) mientras que, como en el caso de p38, la mayor fosforilación de ERK1 se produce 
en las células MDA-MB-231 y la línea celular BT474 es la que presenta la fosforilación 

























En resumen, los resultados sugieren que las diferencias observadas en la 
fosforilación del eIF4E entre las tres líneas celulares estudiadas podrían ser debidas a la 
activación de distintas cascadas de señalización. Así, la línea MCF7 tiene activadas las 
vías de las MAPK, las células MDA-MB-231 presentan una activación tanto de la vía  
Figura 16. Análisis de las vías de señalización celular en líneas celulares de mama. Inmunodetección 
(SDS-PAGE 12%) y cuantificación de los niveles de AKTP (Ser 473)/AKT (A), p38diP/p38 (B) y 
ERK1P/ERK1 (C) como se indica en Materiales y Métodos. Los valores obtenidos se normalizaron 
respecto a los de las células MCF7 y las barras representan la media ± SEM de al menos 4 














































































































































































































































































PI3K/AKT/mTOR como de las de las MAPK y las células BT474 sólo tienen activa la vía 
PI3K/AKT/mTOR. 
 
Para estudiar la asociación del eIF4E con su proteína de unión, 4E-BP1, que 
refleja la cantidad del eIF4E que no puede formar parte del complejo eIF4F, se 
realizaron ensayos de purificación por cromatografía de afinidad del eIF4E con la resina 
m7-GTP-sefarosa y se cuantificaron las proteínas por inmunodetección como se 
muestra en el apartado 2.9.1 de Materiales y Métodos. En la Figura 17A se observa 
que los niveles de 4E-BP1 unidos al eIF4E en las células BT474 disminuyen 
significativamente respecto a los de las células MCF7 y MDA-MB-231. Además, cuando 
se analizan los niveles de 4E-BP1 de las tres líneas celulares, se observa que las células 
BT474 presentan niveles de 4E-BP1 significativamente menores a los determinados en 
























Figura 17. Complejos 4E-BP1/eIF4E y niveles de 4E-BP1 en líneas celulares de mama. (A) Los lisados 
fueron incubados con m
7
-GTP-sefarosa y las proteínas unidas resueltas mediante SDS-PAGE 15% e 
inmunodetectadas con anticuerpos específicos. A partir de la cuantificación de las bandas, se calculó 
la ratio 4E-BP1/eIF4E y los datos se normalizaron frente a los de MCF7. (B) Inmunodetección (SDS-
PAGE 15%) y cuantificación de 4E-BP1. Los valores obtenidos se normalizaron respecto a los de β-
actina y se expresan en unidades arbitrarias (U.A.). Las barras representan la media ± SEM de 3-5 















































































































































La menor formación de complejo 4E-BP1/eIF4E en las células BT474 sugiere que 
hay una mayor cantidad del eIF4E disponible para formar parte del complejo eIF4F y, 
en consecuencia, poder ser fosforilado por las quinasas. Este resultado podría explicar 
los mayores niveles de fosforilación del eIF4E observados en esta línea (Figura 14C). 
 
1.2.3 Análisis del papel de MNK1 en la viabilidad de las líneas celulares de mama. 
 
Las células tumorales se caracterizan, entre otras cosas, por una desregulación 
de las vías de señalización celular, lo que produce una división y proliferación 
descontroladas. En primer lugar, se determinó el número de células vivas y la actividad 
MTT de las tres líneas celulares de mama (MCF7, MDA-MB-231 y BT474) 72 h después 
de su siembra. Como se puede observar en la Figura 18A, las células MDA-MB-231 
presentan mayor número de células vivas que el resto (3.1 veces más que las MCF7 y 
3.7 veces más que las BT474) y una actividad MTT significativamente superior a las 
otras dos líneas, mientras que las células BT474 son las que presentan una actividad 






















Figura 18. Contaje y actividad MTT de las líneas celulares de mama (A) Las células se sembraron en 
placas p24 a una densidad de 3x10
4
 células/pocillo. Al cabo de 72 h las células se tripsinizaron y 
contaron utilizando azul tripán. Las barras representan la media ± SEM de 6 experimentos 
independientes. (B) Las células se sembraron en placas p96 a una densidad de 1x10
4
 células/pocillo 
y tras 72 h se realizaron ensayos de actividad MTT. Las barras representan la media ± SEM de 11 
experimentos independientes. (*p<0.05, ***p<0.001 respecto a las células MCF7 y a p<0.001 entre 






































































































A continuación, se trató de determinar el efecto de distintos inhibidores de las 
MNKs sobre la viabilidad en las tres líneas celulares. Para ello, las células se trataron 
con los inhibidores de las MAPK SB203580 (inhibidor de p38) y U0126 (que inhibe a 
MEK, por lo que anula la activación de ERK1/2), y el inhibidor específico de las MNKs, 
CGP57380. Los resultados obtenidos tras 72 h de tratamiento muestran que el 
inhibidor CGP57380 disminuye significativamente la actividad MTT en las células MCF7 
y MDA-MB-231, mientras que no afecta significativamente a las células BT474. Por su 
parte, SB203580 inhibe la actividad MTT más de un 20% en las células MCF7 y BT474, 
mientras que no afecta a las células MDA-MB-231. Por último, el inhibidor U0126 

















Figura 19. Efecto de los inhibidores sobre la actividad MTT. Las células se sembraron en placas p96 
a una densidad de 1x10
4
 células/pocillo. Al cabo de 16-24 h se trataron con CGP57380 a 20 µM, 
SB203580 a 20 µM y U0126 a 50 µM durante 72 h, tras las cuales se realizaron ensayos de actividad 
MTT. Las barras representan la media ± SEM de 6 experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 respecto al control). 
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Se estudió el efecto de los inhibidores sobre la fosforilación del eIF4E mediante 
inmunodetección con anticuerpos contra eIF4E y eIF4EP. Los resultados muestran que 
la fosforilación del eIF4E disminuye en presencia de los inhibidores CGP57380 (60-87% 
de inhibición) y U0126 (15-29% de inhibición), pero aumenta con SB203580 (22-44% 














El hecho de que las células MDA-MB-231 sean las más sensibles al CGP57380 
puede ser debido a que sus niveles de MNK1a son más bajos que los de las otras dos 
líneas estudiadas (Figura 13A). Con objeto de comprobar esta hipótesis, se realizaron 
ensayos de actividad MTT con células MDA-MB-231 previamente transfectadas con 
plásmidos que contienen el gen MNK1a o MNK1b (Figura 21A). Los resultados de estos 
experimentos muestran que la sobreexpresión de las MNKs no revierte el efecto del 
inhibidor sobre la actividad MTT (Figura 21B). Resultó interesante que, en ausencia del 
inhibidor, la sobreexpresión de MNK1a o MNK1b incrementa la actividad MTT (20.3% y 
34.4%, respectivamente), aunque no de forma significativa. Este resultado sugiere que 
las MNKs estimulan la proliferación celular. 
 
 
Figura 20. Efecto de los inhibidores sobre la fosforilación del eIF4E. Lisados de células 
previamente tratadas con DMSO al 0.1%, CGP57380 a 20 µM, SB203580 a 20 µM y U0126 a 50 µM 
durante 4 h, fueron resueltos en SDS-PAGE 10% y analizados por inmunodetección utilizando 
anticuerpos específicos. Se indican los valores en porcentaje de las medias normalizadas respecto 












































































Puesto que la eficiencia de la transfección de las células MDA-MB-231 usando 
lipofectamina es relativamente baja y podría estar amortiguando las diferencias 
observadas en los ensayos anteriores,  se generaron  líneas MDA-MB-231 estables que 
expresan MNK1a (MDA-MB-231 MNK1a) o MNK1b (MDA-MB-231 MNK1b), como se 
indica en el apartado 2.4 de Materiales y Métodos. En primer lugar, se valoraron los 
niveles de expresión de ambas isoformas, comprobándose que las células estables 
sobreexpresan las quinasas (Figura 22A). Además, las células MDA-MB-231 MNK1a 
presentan niveles del eIF4EP significativamente mayores que los de las MDA-MB-231 
control, mientras que no hay cambios significativos en los niveles del eIF4EP en las 
células MDA-MB-231 MNK1b (Figura 22B). A continuación, se realizaron ensayos de 
actividad MTT que mostraron que las células MDA-MB-231 MNK1a presentaban una 
actividad un 21.1% mayor que las células control, aunque esta diferencia no era 
estadísticamente significativa (Figura 22C). Por último, con objeto de estudiar si la 
sobreexpresión de las MNKs afecta a la síntesis de proteínas en las líneas estables, se 
realizaron ensayos de incorporación de metionina tritiada observándose que la 
sobreexpresión de MNK1a aumenta la síntesis de proteínas de forma significativa 
(Figura 22D). 
Figura 21. Efecto del CGP57380 sobre la 
actividad MTT de MDA-MB-231. (A) Las 
células MDA-MB-231 se sembraron en 
placas p6 a una densidad de 7.5x10
4
 
células/pocillo. Al cabo de 16-24 h se 
transfectaron transitoriamente con Myc 
pcDNA3 (control), Myc MNK1a (MNK1a) y 
Myc MNK1b (MNK1b) durante 16-24 h tras 
lo que se obtuvieron lisados celulares que 
fueron resueltos en SDS-PAGE 12% y 
analizados por inmunodetección.  (B) Las 
células MDA-MB-231 previamente 
transfectadas transitoriamente con Myc 
pcDNA3, Myc MNK1a y Myc MNK1b se 
trataron con DMSO al 0.1% o CGP57380 a 20 
µM durante 72 h tras las cuales se realizaron 
ensayos de actividad MTT. Los datos 
obtenidos se normalizaron respecto a los de 
Myc pcDNA3 + DMSO y las barras 
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Finalmente, para determinar si la sobreexpresión de las MNKs revierte el efecto 
del CGP57380 sobre la actividad MTT, se llevaron a cabo ensayos en los que las células 
MDA-MB-231 estables fueron tratadas con concentraciones crecientes de CGP57380 
(1, 5, 10, 20 y 40 μM) observándose que a una concentración de 40 μM las células 
MDA-MB-231 control presentan una actividad MTT del 34.6%, que es 
significativamente menor que la de las células que sobreexpresan MNK1a o MNK1b, 
siendo del 54 y 44.4%, respectivamente a la misma concentración (Figura 23). Debido 
a que a concentraciones más altas del inhibidor el DMSO utilizado como vehículo 
Figura 22. Caracterización de las líneas MDA-MB-231 estables. (A) Lisados de células MDA-MB-231 
transfectadas de manera estable con Myc pcDNA3 (control), Myc MNK1a (MNK1a) y Myc MNK1b 
(MNK1b) fueron sometidos a SDS-PAGE 12% e inmunodetección utilizando anticuerpos anti-Myc, β-
actina, eIF4EP y eIF4E. (B) Cuantificación de los niveles del eIF4EP respecto a los del eIF4E. (C) Las 
células MDA-MB-231 estables se sembraron en placas p96 a una densidad de 6x10
3
 células/pocillo y 
tras 72 h se realizaron ensayos de actividad MTT. (D) Las células MDA-MB-231 estables se 
sembraron en placa p24 a una densidad de 6x10
4 
células/pocillo y tras 16-24 h se midió la 
incorporación de H
3
-Met, como se indica en Materiales y Métodos. Los datos obtenidos se 
normalizaron respecto a los de las células MDA-MB-231 control y las barras representan la media ± 





















































































































































































produce un efecto tóxico, no se ha podido evaluar si las diferencias observadas 
















1.2.4 Análisis del papel de MNK1 en la capacidad clonogénica de las líneas celulares 
de mama 
 
Con el fin de evaluar la capacidad clonogénica (capacidad de una célula de 
proliferar a una colonia de células genéticamente idénticas) de las distintas líneas 
celulares, se llevaron a cabo ensayos de formación de colonias a distinta densidad 
celular, como se describe en el apartado 2.7 de Materiales y Métodos. Los resultados 
obtenidos mostraban que las células MCF7 y MDA-MB-231 son capaces de formar 
colonias claramente definidas, de al menos 50 células cada una, la mayoría de ellas 
separadas unas de otras y, en consecuencia, cuantificables. Sin embargo, en las células 
BT474 se observaban colonias muy pequeñas y de aspecto difuso, por lo que no se 
pudo utilizar esta línea en estos ensayos. A partir de la cuantificación de las colonias, 
se calculó el porcentaje de colonias formadas respecto al número de células 
sembradas (PE, Plating efficiency), obteniéndose un valor de 3.33±0.46% para las 
células MCF7 y de 21.97±1.14% para las células MDA-MB-231, lo que claramente 
indica que la capacidad de formar colonias de estas últimas es significativamente 
superior a la de las células MCF7. 
  
Figura 23. Efecto del CGP57380 sobre la 
actividad MTT de las células MDA-MB-231 
estables. Las células se sembraron en placas 
p96 a una densidad de 6x10
3 
células/pocillo. 
Al cabo de 16-24 h se trataron con 
CGP57380 a 1, 5, 10, 20 y 40 µM. Tras 72 h 
de tratamiento se evaluó la actividad MTT. 
Los datos se expresan como porcentaje 
respecto a las células tratadas con DMSO. La 
gráfica representa la media ± SEM de 3 
experimentos independientes.   
 





































Finalmente, se valoró el efecto del inhibidor de MNK sobre la capacidad 
clonogénica de las células MCF7 y MDA-MB-231. Como se observa en la Figura 24, las 
células MCF7 y MDA-MB-231 en presencia de CGP57380 forman un número 
significativamente menor de colonias respecto a las células que no habían sido 
tratadas con el inhibidor. Esto indica que la inhibición de las MNKs reduce la capacidad 
de estas células para formar colonias y, por lo tanto, confirman que las MNKs juegan 










Figura 24. Efecto del CGP57380 en la formación de colonias de las células MCF7 y MDA-MB-231. 
Las células se sembraron en placas p24 a una densidad de 3x10
4
 células/pocillo. Al cabo de 16-24 h 
se trataron con DMSO al 0.1% o CGP57380 a 20 µM durante 16-24 h, tras las cuales se resembraron 
en placas p6 a una densidad de 1x10
3
 células/pocillo en presencia de DMSO o el inhibidor. Después 
de 8-9 días, las colonias se fijaron, tiñeron con Giemsa y contaron. Las barras representan la media ± 
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2. SELECCIÓN Y CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE 
APTÁMEROS FRENTE A MNK1b 
2.1 SELECCIÓN IN VITRO, CLONAJE E IDENTIFICACIÓN DE APTÁMEROS FRENTE A 
MNK1b 
Los aptámeros son obtenidos a partir de librerías de oligonucleótidos mediante 
ciclos consecutivos de selección (metodología SELEX). En este trabajo se utiliza una 
población de oligonucleótidos de DNA con una región de 40 nucleótidos de longitud 
con secuencia aleatoria, que teóricamente podría contener alrededor de 1014-1016 
moléculas de secuencia diferente, lo que le confiere una elevada heterogeneidad. A 
medida que se van haciendo más rondas de selección esta heterogeneidad disminuye, 
dando lugar a una población enriquecida y homogénea de aptámeros que se unen con 
alta afinidad y especificidad a su proteína diana. Posteriormente, a partir de esta 
población enriquecida, se identifican aptámeros individuales que son caracterizados 
por su actividad biológica. 
 
La selección de aptámeros de DNA específicos frente a la proteína MNK1b se 
realizó como se indica en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos. Se han llevado a 
cabo 10 rondas sucesivas de selección y 3 contraselecciones (tras las rondas 4, 7 y 10) 
utilizando una resina Ni-NTA a la que se une la proteína MNK1b recombinante 
fusionada con una cola de 6xHIS. Para confirmar el enriquecimiento de las poblaciones 
obtenidas tras sucesivas rondas de selección, se realizaron ensayos de ELONA, como se 
describe en el apartado 5.4 de Materiales y Métodos. Como se observa en la Figura 25, 
los resultados muestran un aumento de la señal en las poblaciones obtenidas en las 








Figura 25. Estudio de la evolución de la 
selección mediante ELONA. La proteína 
His-MNK1b (5 pmol) unida a una placa 
se incubó con 16 pmol/pocillo (80 nM) 
de RND40, la población de la ronda 7 
(SEL 7) o la de la ronda 10 (SEL 10) 
marcadas con digoxigenina. Las barras 
muestran la media ± SEM de un 
experimento representativo.  

















A la vista de este resultado, se procedió al clonaje de la población SEL 10 en un 
plásmido con objeto de aislar y caracterizar aptámeros individuales, como se indica en 
el apartado 5.2 de Materiales y Métodos. Tras el clonaje se obtuvieron 28 aptámeros 
cuyas secuencias fueron analizadas bioinformáticamente, lo que permitió identificar 4 
secuencias o grupos de secuencias diferentes (apMNK1, apMNK2, apMNK3 y 
apMNK4). La secuencia correspondiente a apMNK1 se encontraba 17 veces repetida, 
aunque 3 de ellas presentaban mutaciones por adición de uno o más nucleótidos. La 
secuencia correspondiente a apMNK2 se encontró una sola vez, la de apMNK3 
apareció repetida 8 veces, una de las cuales tenía una mutación de sustitución, y la 
secuencia de apMNK4 se encontró repetida 2 veces. Aunque la población de partida 
contiene moléculas de 76 nucleótidos de longitud, se observó que todas las secuencias 
obtenidas constan de 66 o 67 nucleótidos, excepto una de las de apMNK1, que tiene 
96 nucleótidos debido a una adición, y la apMNK2, que tiene 75 nucleótidos. Esta 
discrepancia, quizás debida a la introducción de modificaciones durante la PCR, no fue 
considerada relevante ya que, independientemente de la longitud de la secuencia, 
resultan más importantes la estructura y la posible funcionalidad de los aptámeros.  
 
Con el fin de estudiar la capacidad de unión de los distintos aptámeros a su 
diana, éstos se marcaron con digoxigenina mediante PCR y se trataron con 
exonucleasa para eliminar la cadena complementaria, como se describe en el apartado 
5.3 de Materiales y Métodos, para su análisis mediante ELONA. Debido a que durante 
el proceso de selección se utilizaban las dos cadenas producidas durante la PCR, era 
necesario analizar ambas cadenas (denominadas como cadena F y cadena R) de cada 
uno de los clones. Los resultados mostraron que los aptámeros que presentan mayor 
capacidad de unión a la diana, alcanzando valores de al menos el doble de señal que el 
blanco, fueron apMNK2F, apMNK3F, apMNK3R y apMNK4F (Figura 26A). 
 
Con objeto de utilizar un método alternativo para estudiar la capacidad de 
unión de los aptámeros a la diana, se realizaron ensayos de PCR en tiempo real (qPCR) 
utilizando como molde los aptámeros que se unían a complejos resina-MNK1b, como 
se describe en el apartado 5.5 de Materiales y Métodos. Estos ensayos también 
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permitían comprobar que los aptámeros seleccionados son específicos de MNK1b y no 
de la resina Ni-NTA. Se consideraron positivos aquellos aptámeros en los que la 
diferencia entre la presencia y ausencia de la proteína era de al menos 3 Cts. Como se 
observa en la Figura 26B, las Cts de los aptámeros apMNK1F, apMNK2F, apMNK4F y 















Considerando los resultados obtenidos en estos dos tipos de ensayos (ELONA y 
análisis de los complejos aptámero-diana por PCR a tiempo real), se seleccionaron 
aquellos aptámeros cuyo resultado era positivo en, al menos, una de las dos técnicas. 
Estos aptámeros son apMNK1F, apMNK2F, apMNK3F, apMNK3R, apMNK4F y 




apMNK 1F 1R 2F 2R 3F 3R 4F 4R 
ELONA - - + - + + + - 
qPCR + - + - - - + + 
Figura 26. Análisis de la afinidad de las cadenas F y R de los aptámeros. (A) La proteína His-
MNK1b (5 pmol) unida a una placa se incubó con 8 pmol/pocillo (40 nM) de los aptámeros F o R 
marcados con digoxigenina. Las barras muestran la media ± SEM de un experimento 
representativo. La línea punteada indica el valor doble al del blanco. (B) Estudio de aptámeros 
individuales mediante formación de complejos aptámero-diana y cuantificación por qPCR como se 
describe en Materiales y Métodos. Se muestran los valores de Ct para cada uno de los aptámeros 
en presencia o ausencia de la proteína. Las barras muestran la media ± SEM de un experimento 
representativo. 























































































































2.2 IDENTIFICACIÓN DE APTÁMEROS CON ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
2.2.1 Identificación de aptámeros con actividad biológica in vitro 
 
Uno de los principales objetivos de seleccionar aptámeros frente a MNK1 es 
poder regular su actividad quinasa. Con la finalidad de poder valorar si los aptámeros 
afectan a la actividad de MNK1a y/o MNK1b, inhibiéndola o activándola, se realizaron 
ensayos de actividad quinasa in vitro. 
 
En estos experimentos se analizó el efecto de los aptámeros sobre la actividad 
de MNK1a o MNK1b utilizando como sustrato el péptido RRRLSSLRA y como quinasas 
MNK1a recombinante comercial o  Myc-MNK1b inmunoprecipitada a partir de células 
que sobreexpresan la proteína. La ratio aptámero:proteína utilizada fue 2:1 para 
asegurarnos que había suficiente aptámero para inhibir la actividad de la quinasa y, en 
paralelo, se utilizó como control positivo la misma concentración (0.2 µM) del 
inhibidor de MNK, CGP57380. En la Figura 27A se observa que sólo el aptámero 
apMNK3R reduce significativamente (26.5%) la actividad de MNK1a, aproximadamente 
la mitad que el inhibidor de MNK1 (41.6%) a la misma concentración. Sin embargo, 
ninguno de los aptámeros produce un efecto significativo, ni de activación ni de 
inhibición, respecto al control, sobre la actividad de MNK1b, en las condiciones de 












Figura 27. Efecto de los aptámeros sobre la actividad quinasa de MNK1a y MNK1b in vitro. 
Cuantificación del ensayo de la actividad quinasa in vitro con MNK1a recombinante y activada (A) y 
MNK1b inmunoprecipitada a partir de células que la sobreexpresan (B), en ausencia o presencia de 6 
pmol de aptámero. Los datos se normalizaron respecto al control. Las barras representan la media ± 
SEM de 2-4 experimentos independientes (*p<0.05 respecto al control). Valores absolutos de control: 














































































































































































































































2.2.2 Identificación de aptámeros con actividad biológica in vivo 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos de fosforilación in vitro, en los que se 
utilizaba como sustrato un péptido sintético, parecían indicar que ninguno de los 
aptámeros tenía un efecto sobre la actividad quinasa de MNK1b. A la vista de este 
resultado, se decidió estudiar el efecto de los aptámeros in vivo, utilizando la línea 
celular HEK293T, con el fin de analizar si los niveles de fosforilación del eIF4E, sustrato 
de ambas isoformas de MNK1, estaban afectados por la presencia de los aptámeros. 
 
Para ello, se sembraron células HEK293T en placas p24 y tras 16-24 h se 
transfectaron con los aptámeros a una concentración de 80 nM.  Tras 3.5 h, las células 
fueron tratadas con TPA (100 nM) durante 30 min con objeto de incrementar los 
niveles basales del eIF4EP, que son relativamente bajos en estas células, y poder 
cuantificar los cambios en la fosforilación del eIF4E en presencia de los aptámeros. Los 
resultados muestran que, en presencia de los distintos aptámeros, los niveles del 
eIF4EP aumentan respecto al control, siendo los aptámeros apMNK3R y apMNK4R los 
únicos en los que este aumento se produce de forma significativa (Figura 28A). 
Sorprendentemente, los aptámeros estudiados no sólo no producen una disminución 
en la fosforilación del eIF4E sino que parece que tienden a aumentar esta fosforilación. 
 
Los resultados mostrados en la primera parte de este trabajo indican que 
MNK1b presenta una elevada expresión en tejido tumoral respecto al tejido sano del 
mismo paciente, lo que la convierte en una potencial diana terapéutica. En este 
sentido, uno de los objetivos de este trabajo es identificar aptámeros específicos de 
MNK1b que puedan producir una inhibición de la viabilidad de las células tumorales. 
Así, se evaluó el efecto sobre la viabilidad celular de los distintos aptámeros, 
transfectados en las células HEK293T, a través de ensayos de actividad MTT, como se 
describe en el apartado 2.6.2 de Materiales y Métodos. En la Figura 28B se muestra 
que sólo los aptámeros apMNK2F y apMNK3R disminuyen significativamente la 






















Todos estos resultados demuestran que los aptámeros apMNK2F, apMNK3R y 
apMNK4R son los que más afectan a la actividad biológica, por lo que se decidió 
profundizar en su caracterización estructural y funcional. 
 
2.3 CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LOS APTÁMEROS 
SELECCIONADOS 
2.3.1 Análisis bioinformático de las estructuras secundarias de los aptámeros 
 
La composición nucleotídica de los aptámeros resulta relevante para su 
estabilidad. Así, la mayoría de los aptámeros identificados hasta el momento suelen 
tener una elevada cantidad de guanina y citosina. Por este motivo, se calculó la riqueza 
GC (%GC) de los aptámeros identificados por nosotros observándose que apMNK2F es 
Figura 28. Efecto de los aptámeros en la 
fosforilación del eIF4E y en la actividad 
MTT en HEK293T. (A) Las células 
HEK293T se sembraron en placas p24 a 
una densidad de 1x10
5
 células/pocillo. 
Al cabo de 16-24 h se transfectaron con 
40 pmol/pocillo de aptámeros (80 nM) y 
se trataron con TPA durante 30 min tras 
3.5 h post-transfección. Los lisados 
celulares se sometieron a SDS-PAGE 
12% e inmunodetección y se 
cuantificaron los niveles del eIF4EP 
respecto a los del eIF4E. Las barras 
representan la media ± SEM de 4 
experimentos independientes. (B) Las 
células HEK293T se sembraron en placas 
p96 a una densidad de 2x10
4
 
células/pocillo. A las 16-24 h se 
transfectaron con 5 pmol/pocillo de 
aptámeros (25 nM) midiéndose la 
actividad MTT después de 72 h. Las 
barras representan la media ± SEM de 4 
experimentos independientes (**p<0.01 


























































































































































































































































el más rico en GC (66.7%), seguido de apMNK3R (60.6%) y apMNK4R (56.1%). En todos 
los casos, los aptámeros muestran un contenido de GC superior al 50%.  
 
Para obtener información sobre la estructura que podrían adoptar estos 
aptámeros, se realizó un análisis bioinformático de sus secuencias utilizando el 
programa Mfold, que permite predecir las estructuras secundarias más estables en 
base a su energía libre (ΔG). En la Figura 29 se muestran las estructuras secundarias 
más probables de los aptámeros apMNK2F, apMNK3R y apMNK4R, que son aquellas 




















Muchos de los aptámeros descritos en la bibliografía hasta este momento se 
caracterizan por formar estructuras G-cuádruplex, que estabilizan fuertemente su 
Figura 29. Estructuras secundarias y G-cuádruplex. Fueron obtenidas mediante el análisis 
bioinformático de las secuencias utilizando los programas Mfold y QGRS Mapper. (A) apMNK2F,  






∆G = -4.22 ∆G = -3.21
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estructura terciaria. Por este motivo, y visto que las energías libres obtenidas para los 
aptámeros seleccionados no eran excesivamente bajas, se estudió la capacidad de 
dichos aptámeros de formar estructuras G-cuádruplex, utilizando el programa QGRS 
Mapper. Los resultados del análisis indican que el aptámero apMNK2F podría formar 
dos de estas estructuras, una con tres planos y otra con dos planos (Figura 29A), el 
apMNK3R una con dos planos (Figura 29B), mientras que apMNK4R no formaría G-
cuádruplex (Figura 29C). Estas estructuras aportan mayor estabilidad a las moléculas 
por lo que parece ser que, teóricamente, apMNK2F y apMNK3R son los aptámeros más 
estables entre los que se han seleccionado.  
2.3.2 Caracterización de la interacción de los aptámeros con MNK1 mediante ELONA  
 
Con el fin de profundizar en el estudio de la afinidad de los aptámeros 
apMNK2F, apMNK3R y apMNK4R por la proteína MNK1b, se realizaron ensayos de 
ELONA en los que la proteína GST-MNK1b se incubó con concentraciones crecientes de 
aptámeros marcados con biotina. Los datos obtenidos fueron analizados usando una 
regresión no lineal mostrando que responden a una curva hipérbola cuya ecuación es 
y = (x x Bmax)/(x + KD), donde Bmax es la unión máxima y KD (constante de 
disociación) es la concentración de aptámero requerida para alcanzar la mitad de la 
unión máxima. Los aptámeros apMNK2F y apMNK3R son capaces de detectar la 
proteína MNK1b de forma dependiente de la concentración con KD de 1.79±0.48 nM y 
6.36±1.72 nM respectivamente. La KD del aptámero apMNK4R no se calculó porque los 
resultados de este aptámero no mostraban diferencias significativas respecto al 
control negativo, para el cual sólo se utilizó la concentración de 40 nM. Como control 
negativo se utilizó un ssDNA de secuencia 38x(AG), que no puede adquirir ningún tipo 
de estructura secundaria (Figura 30A).  
 
Una vez analizada la afinidad de los aptámeros por MNK1b habiendo calculado 
sus valores de KD, estudiamos la capacidad de los aptámeros de reconocer de forma 
diferencial a MNK1a y a MNK1b. Además, con el objetivo de delimitar la región de 
MNK con la que interaccionan los aptámeros, se realizaron ensayos de ELONA 
Resultados 
 99 
utilizando como dianas las proteínas MNK1a, MNK1b, MNK1aΔ77, que tiene la 
secuencia de MNK1a pero el tamaño de MNK1b, y MNK1ΔCt, que tiene la secuencia de 
MNK1a pero ha perdido los 89 aminoácidos del extremo C-terminal. Como control 
negativo se utilizó 38x(AG). Los resultados indican que los aptámeros apMNK2F y 
apMNK3R son los que muestran una capacidad significativamente mayor de unirse a 
las distintas proteínas (Figura 30B). Además, aunque estos aptámeros se unen a 
MNK1b con mayor afinidad que al resto de las proteínas, esta diferencia es sólo 
significativa en el caso de MNK1ΔCt. Resultó interesante que el aptámero apMNK2F 






















Figura 30. Caracterización de la interacción de los aptámeros con MNK1 mediante ELONA. (A) 
ELONAs en los que los aptámeros unidos a biotina (apMNK2F-Bio, apMNK3R-Bio, apMNK4R-Bio y 
38x(AG)-Bio) a 0, 0.8, 2,4, 10, 20 y 40 nM se incubaron con GST-MNK1b previamente dispuesta en 
placa a 0.2 µg/pocillo (3 pmol/pocillo). Las barras representan la media ± SEM de 3-6 experimentos 
independientes. (B) ELONAs en los que apMNK2F-Bio, apMNK3R-Bio, apMNK4R-Bio y 38x(AG)-Bio a 
0.5 µg/mL (20 nM) se incubaron con las GST-MNKs previamente dispuestas en placa a 0.2 µg/pocillo 
(3 pmol/pocillo). Las barras representan la media ± SEM de, al menos, 3 experimentos 





























































































2.3.3 Utilización de los aptámeros para la detección de MNK1a/b en citoquímica 
 
Uno de los objetivos de obtener aptámeros específicos frente a la quinasa 
MNK1b es poderlos utilizar sustituyendo a los anticuerpos, para detectar la proteína en 
diferentes sistemas. Para comprobar si los aptámeros seleccionados son capaces de 
reconocer de manera específica MNK1a, MNK1b o ambas en técnicas de citoquímica, 
se utilizaron células MDA-MB-231 transfectadas de manera estable con MNK1a o 
MNK1b (apartado 1.2.3 de Resultados) y se utilizaron los aptámeros marcados con 
Alexa-488 como moléculas de reconocimiento, como se describe en el apartado 7 de 
Materiales y Métodos. 
 
En primer lugar, se realizó una ICQ en células MDA-MB-231 estables control, 
MNK1a y MNK1b para estudiar si los anticuerpos anti-MNK1, MNK1 (C-20) y MNK1 (M-
20), ya utilizados a lo largo de este trabajo, eran capaces de reconocer sus dianas 
MNK1a y MNK1a/b, respectivamente, en esta técnica. Como se observa en la Figura 
31, la señal de ambos anticuerpos en las células control es muy baja y corresponde a la 
proteína endógena. En las células MDA-MB-231 MNK1a, el anticuerpo MNK1 (C-20) 
muestra una distribución citoplasmática, coincidente con lo ya descrito previamente 
para esta isoforma de MNK1. Por otra parte, en las células MDA-MB-231 MNK1b, la 
señal del anticuerpo MNK1 (M-20) aparece tanto en el citoplasma como en el núcleo, 
donde tiende a formar pequeños acúmulos, localización ya descrita para la isoforma 
MNK1b.  
 
A continuación, se realizó el mismo tipo de ensayo utilizando los aptámeros 
conjugados con Alexa-488 junto con los anticuerpos, como se describe en el apartado 
7 de Materiales y Métodos (Figura 32). Los resultados obtenidos mediante microscopía 
confocal utilizando la línea MDA-MB-231 MNK1a indican que tanto el aptámero 
apMNK2F como el apMNK3R muestran un patrón citoplasmático y, a su vez, algún 
acúmulo en el núcleo celular. Además, se observa colocalización entre los  aptámeros y 
el anticuerpo MNK1 (C-20) en el citoplasma en ambos casos. Como era de esperar a la 
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vista de los resultados de los ensayos de ELONA (Figura 30), el aptámero apMNK4R 





























Figura 31. Inmunocitoquímica en células MDA-MB-231 estables. Los experimentos se realizaron 
como se describe en Materiales y Métodos utilizando los anticuerpos MNK1 (C-20) y MNK1 (M-20) 
para evaluar la distribución de las proteínas en las células MDA-MB-231 MNK1a, y MDA-MB-231 
MNK1b, respectivamente. Las muestras se analizaron por microscopía confocal. Las imágenes (60x) 





HOESCHT MNK1a APTÁMERO MERGE
Figura 32. Aptacitoquímica en células MDA-MB-231 MNK1a. Los experimentos se realizaron 
utilizando los aptámeros apMNK2F, apMNK3R y apMNK4R conjugados con Alexa-488 (2 
pmol/cubre) y el anticuerpo MNK1 (C-20) como se describe en Materiales y Métodos. Las muestras 
se analizaron por microscopía confocal. Las imágenes (60x) corresponden a la tinción de los 
núcleos con Hoescht (azul), los aptámeros (verde) y el anticuerpo (rojo). En la figura, también se 







El mismo tipo de experimento se realizó con las células MDA-MB-231 MNK1b, 
observándose que la distribución subcelular de los aptámeros era semejante a la 
mostrada en la línea que sobreexpresa MNK1a. Sin embargo, en estos ensayos no se 
observa colocalización de los aptámeros con el anticuerpo MNK1 (M-20) en el núcleo 
(Figura 33A). Por otra parte, aunque tampoco se observa colocalización en el 
citoplasma, esto puede ser debido a que la intensidad del marcaje del anticuerpo es 
sensiblemente menor a la observada para MNK1a. Por esta razón, se decidió hacer 
nuevos experimentos con células transfectadas transitoriamente con el plásmido 
pcDNA3-Flag-MNK1b, y se analizó la colocalización del aptámero apMNK2F y el 
anticuerpo anti-Flag. Los resultados de estos ensayos muestran una colocalización del 























HOESCHT MNK1b APTÁMERO MERGE
HOESCHT Flag-MNK1b apMNK2F MERGE
A
B
Figura 33. Aptacitoquímica en células MDA-MB-231 MNK1b (A) y en células MDA-MB-231 
transfectadas con MNK1b (B). Los experimentos se realizaron utilizando los aptámeros apMNK2F, 
apMNK3R y apMNK4R conjugados con Alexa-488 (2 pmol/cubre) y los anticuerpos MNK1 (M-20) o 
anti-Flag-MNK1b, respectivamente, como se describe en Materiales y Métodos. Las muestras se 
analizaron por microscopía confocal. Las imágenes (60x) corresponden a la tinción de los núcleos 
con Hoescht (azul), los aptámeros (verde) y los anticuerpos correspondientes (rojo). En la figura, 




2.4 EFECTOS DE LOS APTÁMEROS SELECCIONADOS EN CÉLULAS MDA-MB-231 
 
Para estudiar el potencial uso de los aptámeros en una línea celular tumoral, se 
seleccionó la línea MDA-MB-231, que es la que presenta una mayor capacidad de 
formar colonias y la que se transfecta de forma más eficaz de las tres líneas de mama 
utilizadas en este trabajo. 
 
Uno de los aspectos más importantes a la hora de poder utilizar los aptámeros 
para regular la actividad de dianas intracelulares es conocer su vida media en el 
interior celular, que puede estar afectada tanto por su estructura como por su 
naturaleza molecular (DNA o RNA). Con el objetivo de estudiar la estabilidad 
intracelular de los aptámeros, se realizaron ensayos en los que células MDA-MB-231 
fueron transfectadas con apMNK2F, apMNK3R y apMNK4R a una concentración de 125 
nM. Después de 4, 24 y 72 h, se procesaron las células y se cuantificaron los niveles de 
aptámero intracelular, mediante qPCR, como se indica en el apartado 5.6 de 
Materiales y Métodos. En estos ensayos, una Ct menor indica una mayor presencia de 
DNA molde en la reacción y, en consecuencia, una mayor cantidad de aptámero en el 
interior celular. Los resultados de la qPCR muestran que, aunque hay algunas 
variaciones de Cts dependiendo de cada aptámero concreto y en función del tiempo 
transcurrido, todos los aptámeros son estables en las células al menos durante 72 h 











Figura 34. Estudio de la vida media de los 
aptámeros en las células MDA-MB-231. Las 
células MDA-MB-231 se sembraron en placas 
p96 a una densidad de 6x10
3
 células/pocillo. 
Al cabo de 16-24 h se transfectaron con 25 
pmol/pocillo de aptámeros (125 nM) durante 
4 h, 24 h y 72 h, tras lo cual se lisaron en agua 
obteniéndose muestras con las que se realizó 
una qPCR cuyos valores fueron interpolados 
en las rectas patrones de los aptámeros. Las 
barras muestran el valor medio ± SEM de un 




















































































































Para conocer cómo afectan los aptámeros a la viabilidad celular, las células se 
transfectaron con concentraciones crecientes de aptámeros (5, 12.5, 25 y 50 nM) y se 
midió la actividad MTT después de 72 h. Los resultados obtenidos muestran que los 
tres aptámeros frente a MNK1b disminuyen la actividad MTT de las células MDA-MB-
231 de forma dependiente de la concentración, obteniéndose valores de IC50 de 15 
nM para apMNK2F, 20.5 nM para apMNK3R y 20 nM para apMNK4R. La IC50 del 
aptámero lineal inespecífico 38x(AG) no pudo ser calculada porque a las 
concentraciones utilizadas no inhibe la actividad MTT en un 50%. Los tres aptámeros 
mostraron diferencias significativas respecto a sus controles y a 38x(AG) a partir de 

















Con el fin de analizar el efecto de los aptámeros sobre la capacidad clonogénica 
de las células MDA-MB-231, se realizaron ensayos de formación de colonias, como se 
indica en el apartado 2.7 de Materiales y Métodos. Las células se transfectaron con 10 
pmol/pocillo (20 nM) de aptámeros y, tras 16-24 h, se resembraron en placas p6 a una 
Figura 35. Efecto de los aptámeros sobre la actividad MTT de las células MDA-MB-231. Las células 
MDA-MB-231 se sembraron en placas p96 a una densidad de 6x10
3
 células/pocillo. Tras 16-24 h se 
transfectaron con aptámeros a 5, 12.5, 25 y 50 nM durante 72 h tras las cuales se realizaron 
ensayos de actividad MTT. La gráfica representa la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 respecto al control y c p<0.05, b p<0.01, a 
p<0.001 respecto a 38x(AG)) 














































concentración de 103 células/pocillo. Tras 8-9 días, las colonias se fijaron con metanol, 
se tiñeron con Giemsa y se contaron. Como se puede ver en la Figura 36A, los 
aptámeros apMNK2F, apMNK3R y apMNK4R producen una disminución significativa en 
el número de colonias (56.9% el aptámero apMNK2F, 39.7% el apMNK3R y 47.2% el 
apMNK4R) respecto a las células control, mientras que el aptámero lineal inespecífico 
38x(AG) no produce ningún efecto significativo. Estos resultados indican claramente 
que los aptámeros específicos interfieren en la capacidad clonogénica de las células 
MDA-MB-231 en las condiciones de este ensayo. En paralelo, se valoró el efecto de los 
aptámeros sobre la fosforilación del eIF4E mediante electroforesis e inmunodetección 
utilizando lisados procedentes de las mismas células utilizadas en los ensayos de 
formación de colonias. Los resultados obtenidos muestran que el aptámero apMNK2F 
no produce cambios en la fosforilación del eIF4E respecto al control, mientras que 
apMNK3R y apMNK4R inducen un aumento del eIF4EP, similar al del aptámero 
















Figura 36. Efecto de los aptámeros sobre la capacidad clonogénica (A) y la fosforilación del eIF4E 
(B). Las células MDA-MB-231 se sembraron en placas p24 a una densidad de 3x10
4
 células/pocillo y, 
al cabo de 16-24 h, se transfectaron con 10 pmol/pocillo de aptámeros (20 nM). Tras 16-24 h, las 
células se resembraron en placas p6 a una densidad de 1x10
3
 células/pocillo para realizar el ensayo 
de formación de colonias. Después de 8-9 días, se cuantificó el número de colonias y los datos se 
normalizaron respecto al control. Por otra parte, las células que no fueron resembradas se lisaron, se 
sometieron a SDS-PAGE 12% e inmunodetección y se cuantificaron los niveles del eIF4EP respecto a 
los del eIF4E. Las barras representan la media ± SEM de 2-4 experimentos independientes (*p<0.05 






































































































































































































 Estos resultados, que parecen indicar que los aptámeros no producen cambios 
significativos en la fosforilación del eIF4E, son similares a los observados cuando se 
utilizó la línea HEK293T aunque en ese caso había un aumento significativo de los 
niveles del eIF4EP con apMNK3R y apMNK4R (Figura 28). Como el tiempo de 
transfección varía entre los dos grupos de ensayos se decidió repetir los experimentos 
con las células MDA-MB-231 en las condiciones utilizadas con las células HEK293T y, 
además, utilizar una técnica más cuantitativa, como es el ELISA. Así, las células MDA-
MB-231 se sembraron en placas p96, se transfectaron con los aptámeros o se trataron 
con CGP57380. Se realizaron ensayos de ELISA con el kit CytoGlowTM eIF4E (Phospho-
Ser209) Colorimetric Cell-Based ELISA, que permite cuantificar los niveles del eIF4EP y 
eIF4E midiendo la absorbancia a 450 nm en un espectrofotómetro SPECTRA FLUOR 
(TECAN). Como se muestra en la Figura 37, el tratamiento con CGP57380 reduce 
ligeramente la fosforilación del eIF4E mientras que ninguno de los aptámeros produce 













A la vista de estos resultados, que confirman que los aptámeros frente a MNK1 
no producen cambios en la fosforilación del eIF4E, y teniendo en cuenta que la 
fosforilación del factor puede ser debida a la actividad tanto de MNK1 como de MNK2, 
decidimos utilizar siRNAs para analizar el papel de ambas quinasas en la fosforilación 
Figura 37. Efecto de los aptámeros sobre 
la fosforilación del eIF4E en células MDA-
MB-231. Las células se sembraron en 
placas p96 a una densidad de 2x10
4
 
células/pocillo. Al cabo de 16-24 h se 
transfectaron con 15 pmol/pocillo de 
aptámeros (75 nM) o se trataron con 
CGP57380 a 20 µM durante 4 h tras lo que 
se realizaron ensayos de ELISA. También 
se utilizaron células sin transfectar (S.TR.). 
Se cuantificaron los niveles del eIF4EP 
respecto a los del eIF4E. Los datos se 
normalizaron respecto al control. Las 




































































del eIF4E. Los resultados obtenidos muestran que ambos siRNAs (siMNK1 y siMNK2) 
producen una reducción específica de los niveles de sus dianas (56.4% y 40%, 
respectivamente), sin afectar a la expresión de la otra quinasa (Figura 38A y B). 
Cuando se analizan los niveles de fosforilación del eIF4E en las células transfectadas 
con siMNK1 se observa que no cambian respecto al control, mientras que en las células 
transfectadas con siMNK2, estos niveles disminuyen un 66.4% (Figura 38C). Estos 
resultados indican que en las células MDA-MB-231 la fosforilación del eIF4E está 
mediada principalmente por MNK2 y no por MNK1, lo que explica que los aptámeros 





















Figura 38. Efecto de la supresión de la expresión de MNK1/2 sobre la fosforilación del eIF4E. Las 
células MDA-MB-231 se sembraron en placas p6 a una densidad de 1.5x10
5
 células/pocillo. Después 
de 16-24 h se transfectaron con 75 pmol/pocillo de siRNA - (control), siMNK1 y siMNK2. Tras 72 h, 
lisados de las células se sometieron a SDS-PAGE 12% e inmunodetección utilizando anticuerpos 
específicos. Los niveles de MNK1 (A) y MNK2 (B) se normalizaron respecto a los de β-actina, que se 
utilizó como control de carga. Cuantificación de los niveles del eIF4EP respecto a los del eIF4E (C). 










































































































































































































































































El cáncer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea respecto a la 
histología, origen celular, mutaciones, capacidad de metástasis, progresión de la 
enfermedad y respuesta terapéutica. En este trabajo se ha pretendido profundizar en 
el conocimiento del papel que la proteína quinasa MNK1b puede tener en el cáncer de 
mama, en su potencial como marcador o diana terapéutica y en los mecanismos 
moleculares implicados. 
 
Se han estudiado los niveles de expresión de las quinasas MNK1a y MNK1b, así 
como los niveles y la fosforilación del eIF4E, tanto en muestras tumorales y controles 
procedentes de pacientes de cáncer de mama como en líneas celulares. Las muestras 
tumorales pertenecen a los subtipos moleculares LA (ER+ y/o PR+ HER2-), LB (ER+ y/o 
PR+ HER2-/+), HER2 (ER- PR- HER2+) y TN (ER- PR- HER2-) mientras que las líneas 
celulares de mama, MCF7 (ER+ PR+ HER2-), MDA-MB-231 (ER- PR- HER2-) y BT474 (ER+ 
PR+ HER2+) corresponden a los subtipos LA, TN y LB, respectivamente. 
 
En las muestras tumorales del subtipo LA se encontraron niveles de MNK1a 
significativamente superiores en tejido tumoral respecto al tejido sano, mientras que 
en los subtipos LB, HER2 y TN, los niveles de MNK1a son similares en ambos tejidos. En 
las células MCF7, que como todas las muestras LA estudiadas también son ER+, PR+ y 
HER2-, se encontró que los niveles de MNK1a son similares a los de las células BT474 y 
superiores a los de las células MDA-MB-231. Existe un paralelismo entre los resultados 
obtenidos en las muestras tumorales y en las líneas celulares, ya que tanto en los 
tumores LA como en las células MCF7 los niveles de MNK1a son altos. En el caso de los 
tumores TN no se observan cambios en los niveles de MNK1a entre tejido tumoral y 
sano, mientras que las células MDA-MB-231 tienen niveles bajos de esta proteína. En 
cambio, esta correlación no se produce entre los tumores LB y las células BT474. Este 
resultado se puede explicar porque el grupo de tumores LB es muy heterogéneo y tan 
solo una de las muestras, la nº 22, presenta el mismo perfil molecular que las células 
BT474 (ER+, PR+ y HER2+), y tiene unos niveles de MNK1a 2 veces superiores en tejido 
tumoral respecto al tejido control. Los niveles de la proteína MNK1a parecen 
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correlacionar con los niveles de su mRNA, con excepción de la línea MCF7. En esta 
línea celular, los niveles del mRNA son más bajos que los de las células BT474, mientras 
que los niveles de proteína son similares entre ambas líneas celulares. Este hecho 
puede deberse a una mayor eficiencia de la traducción en las células MCF7, 
probablemente debido a un metabolismo elevado, como indican los resultados 
obtenidos al valorar la actividad MTT (Figura 18).  
 
Los altos niveles del mRNA de MNK1a en las células BT474 respecto a las otras 
dos líneas celulares pueden deberse, en parte, a la sobreexpresión del factor Y-box 
binding protein 1 (YB-1). YB-1 es una proteína con funciones de regulación de la 
transcripción de genes que codifican para proteínas asociadas a progresión tumoral 
(Mertens y col., 1997), supervivencia celular (Wu y col., 2006), reparación y replicación 
de DNA (Das y col., 2007; En-Nia y col., 2005), resistencia a drogas (Stein y col., 2001) y 
transición epitelio-mesénquima (Evdokimova y col., 2009). Muchos estudios 
inmunohistoquímicos han mostrado altos niveles de la proteína YB-1 en tejido tumoral 
respecto al tejido sano y, además, niveles elevados de YB-1 se asocian con alto grado 
tumoral y peor pronóstico en cáncer de mama (Bargou y col., 1997), de pulmón 
(Shibahara y col., 2001), de próstata (Gimenez-Bonafe y col., 2004) y de ovario 
(Kamura y col., 1999). La activación de las cascadas de señalización mediadas por HER2 
conlleva la fosforilación de RSK, que fosforila a YB-1 en la Ser 102 (Stratford y col., 
2008), lo que hace que YB-1 se transloque al núcleo donde se une a genes diana 
promoviendo su transcripción. Uno de estos genes diana es el correspondiente a 
MNK1 (Astanehe y col., 2012), lo que concuerda con nuestros resultados, ya que las 
células BT474 son las que presentan los niveles más altos del mRNA de MNK1a. Otros 
estudios han descrito que los niveles del mRNA de YB-1 son más altos en cáncer de 
mama ER- (HER2 y TN) respecto a los ER+ (Lasham y col., 2011), lo que no coincide con 
la hipótesis de que nuestras muestras del subtipo LB y las células BT474 sobreexpresen 
este factor. En tumores de glioblastoma humanos se han encontrado niveles altos del 
mRNA de MNK1a respecto al tejido control (Grzmil y col., 2011), lo que apoya que 
MNK1a se sobreexpresa en cáncer, como ocurre en las muestras del subtipo LA.  
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Más de un 75% de las muestras HER2- (LA y TN) expresan más MNK1b en tejido 
tumoral que en tejido sano, mientras que en las muestras LB y HER2 los niveles de 
MNK1b aumentan en menos del 50% de los casos (Figura 11C). Estos resultados son 
coincidentes con los obtenidos al estudiar las líneas celulares, ya que las células MCF7 
(LA) y MDA-MB-231 (TN) muestran, con variaciones entre ellas, niveles de MNK1b 
altos. Parece que hay una correlación inversa entre la sobreexpresión de la quinasa 
MNK1b y la sobreexpresión de HER2, si bien el mecanismo por el que esto se produce 
es desconocido. Sin embargo, aunque no supone un aumento en los niveles de MNKs, 
hay investigaciones que indican que el aumento de fosforilación y actividad de estas 
quinasas se correlaciona con la sobreexpresión de HER2 (Chrestensen y col., 2007b). 
 
 Como MNK1b se genera por procesamiento alternativo del mRNA, el hecho de 
que esta isoforma se encuentre sobreexpresada en algunos tipos de cáncer puede ser 
debido a cambios en la regulación de este mecanismo, que conlleven un aumento de 
niveles del mRNA de MNK1b, lo cual podría estar relacionado con la no sobreexpresión 
de HER2. El procesamiento alternativo afecta aproximadamente al 94% de los genes 
humanos (Pan y col., 2008; Wang y col., 2008a) representando la fuente principal de 
diversidad proteica. En cáncer, este mecanismo regulador post-transcripcional tiene un 
papel significativo en la producción de oncogenes y genes supresores de tumores 
(Bonomi y col., 2013). Los cambios en los patrones de este mecanismo tienen un papel 
esencial en el desarrollo, la diferenciación y la respuesta a estímulos fisiológicos de las 
células, pero un procesamiento alternativo aberrante genera variantes proteicas que 
contribuyen al establecimiento y progresión tumoral, así como a la resistencia a 
tratamientos terapéuticos (David y Manley, 2010). En el pre-mRNA se pueden producir 
mutaciones que alteren el mecanismo del procesamiento alternativo generando 
proteínas no funcionales o con función alterada. Además, las señales extracelulares 
pueden producir cambios en las vías de señalización celular que, a su vez, conlleven 
modificaciones en la expresión de los factores reguladores del procesamiento 
alternativo, alterando el patrón normal de este mecanismo. Todos estos cambios 
llevarían a la desregulación de procesos celulares importantes como la adhesión, 
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proliferación, diferenciación, muerte e invasión, que conducen a procesos cancerosos 
(Srebrow y Kornblihtt, 2006). Los factores reguladores del procesamiento alternativo, 
que reconocen secuencias diana en el pre-mRNA, son proteínas de las familias SR 
(serine-arginine-rich) y hnRNP (ribonucleoproteína heterogénea nuclear), que son 
activadoras y/o silenciadoras de este proceso (Ghigna y col., 2008). La proteína hnRNP 
A1 es sustrato de las MNKs, con lo cual estas quinasas podrían participar en su propia 
regulación. Las secuencias que se encuentran en los exones como elementos 
reguladores de procesamiento alternativo se denominan exonic splicing enhancer (ESE) 
y exonic splicing silencer (ESS) y las que se localizan en los intrones, intronic splicing 
enhancer (ISE) e intronic splicing enhancer (ISS). Se han encontrado mutaciones en 
elementos reguladores de procesamiento alternativo en los genes LKB1, KIT, CDH17, 
KLF6 y BRCA1, y también cambios en proteínas reguladoras que afectan a la expresión 
de genes como Ron, RAC1 y CD44 (Srebrow y Kornblihtt, 2006). De este modo, existen 
variantes de proteínas generadas por procesamiento alternativo específicas de cáncer 
y de tipo tumoral, que podrían ser utilizadas como herramientas diagnósticas, 
pronósticas y terapéuticas (He y col., 2009). Por ejemplo, hay estudios que muestran 
que en los tumores de mama ER+, los estrógenos inhiben la expresión del factor 
regulador de procesamiento alternativo SRp55, promoviendo la pérdida del exón 12 
del pre-mRNA de CRH-R1 (receptor de la hormona liberadora de corticotropina), lo que 
produce la variante CRH-R1(Δ12) alterando la señalización mediada por CRH (Lal y col., 
2013).  La expresión mediante procesamiento alternativo de las distintas isoformas de 
CD44, glicoproteína transmembrana que participa en muchos procesos celulares, se 
asocia a ciertas características de los tumores de mama. Así, por ejemplo, la elevada 
expresión de la variante CD44v2-v10 se asocia a tumores ER+ y PR+, mientras que la 
alta expresión de la variante CD44v8-v10 se asocia a tumores HER2- (Olsson y col., 
2011). Los mecanismos de procesamiento alternativo por los cuales se generan estas 
variantes están mediados por una alta expresión de la proteína SRp40, que además se 
relaciona con metástasis en nódulos linfoides en cáncer de mama (Huang y col., 2007). 
De entre los mecanismos mencionados anteriormente, el hecho de que se observe un 
incremento en los niveles de MNK1b en los tumores TN, que no sobreexpresan 
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ninguno de los receptores, respecto al tejido sano, descartaría que el procesamiento 
alternativo estuviese desencadenado por la unión de los ligandos a sus 
correspondientes receptores. Sin embargo, aún no disponemos de suficiente 
información que nos permita concluir si el mecanismo implicado en el procesamiento 
alternativo del mRNA de MNK1b es la alteración de los niveles o funcionalidad de las 
proteínas reguladoras y/o bien mutaciones en cis que puedan producirse en la 
secuencia de los elementos reguladores de procesamiento alternativo (ESE, ESS, ISE e 
ISS) dentro del propio mRNA. 
 
Se ha demostrado que el eIF4E se encuentra sobreexpresado en una gran 
variedad de tipos de cáncer como mama, cuello y cabeza, colon, próstata, riñón, 
pulmón, etc., lo que se relaciona con la progresión de la enfermedad (Culjkovic y 
Borden, 2009; De Benedetti y Graff, 2004; Thumma y Kratzke, 2007). Los niveles del 
eIF4E se encuentran elevados en aproximadamente un 30% de los cánceres humanos, 
alcanzando un 50% en cáncer de mama (Borden y Culjkovic-Kraljacic, 2010). De hecho, 
existen numerosas investigaciones en las que se han detectado niveles elevados del 
eIF4E en este tipo de cáncer, aunque sin tener en cuenta el subtipo molecular (Byrnes 
y col., 2006; Holm y col., 2008; Li y col., 2002; McClusky y col., 2005). Algunos 
investigadores detectaron niveles elevados del eIF4E asociados a pacientes con 
tumores PR+ (Li y col., 2002). Recientemente, se ha publicado un artículo en el que se 
han analizado los niveles del mRNA del eIF4E en los distintos subtipos moleculares 
observándose un mayor incremento en el subtipo LB (Pettersson y col., 2011). De 
acuerdo con los estudios anteriores, en este trabajo, al analizar el eIF4E en las 
muestras de mama, se encontró que tanto los niveles como el grado de fosforilación 
de este factor aumentan significativamente en tejido tumoral respecto al tejido sano 
(2.4 y 1.6 veces, respectivamente). En el análisis de la expresión del factor eIF4E en 
función de los subtipos moleculares, los resultados obtenidos permiten concluir que 
los niveles del eIF4E aumentan significativamente en los subtipos LA, LB y HER2, 
mientras que en el caso de los TN este aumento no es estadísticamente significativo. 
Este dato está de acuerdo con el observado en las líneas celulares, ya que los niveles 
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del eIF4E son significativamente más bajos en las células MDA-MB-231 que en las otras 
dos líneas. Al analizar la fosforilación del eIF4E, se observó que no había cambios 
significativos en los tumores de los subtipos LA, LB y HER2, mientras que los niveles del 
eIF4EP aumentan en los tumores TN. Estos resultados están de acuerdo con los 
obtenidos en las líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231. Nuevamente, la línea BT474 no 
correlaciona con el conjunto de los tumores LB pero sí con los resultados obtenidos 
para el caso nº 22, en el que la fosforilación del eIF4E aumenta más de 5 veces en 
tejido tumoral respecto al tejido sano. En otras investigaciones se obtuvieron 
resultados similares a los de este trabajo, mostrando también que las células MCF7 
presentaban los niveles de fosforilación del eIF4E más bajos (Wheater y col., 2010). 
 
Una de las hipótesis de este trabajo era que la expresión diferencial en algunos 
tumores de la isoforma MNK1b, que es constitutivamente activa (O'Loghlen y col., 
2007; O'Loghlen y col., 2004a), sería responsable del aumento de la fosforilación del 
eIF4E. Sin embargo, no existe un paralelismo entre el eIF4EP y la expresión de MNK1b 
ni en las líneas celulares, ni en las muestras tumorales incluidas en el estudio. Los 
resultados indican que tampoco existe una correlación positiva entre la expresión de la 
isoforma MNK1a y la fosforilación del eIF4E. Se sabe que hay proteínas relacionadas 
con la traducción que también se localizan en el núcleo, como el eIF4G (McKendrick y 
col., 2001), eIF4E (Lejbkowicz y col., 1992) y 4E-BP1 (Rong y col., 2008). MNK1b es una 
quinasa citoplasmática y nuclear pero su papel en el núcleo es desconocido. Podría 
ocurrir que MNK1b fosforilase al eIF4E en el núcleo de forma independiente o 
dependiente del eIF4G o que fosforilase a otros sustratos, lo cual podría estar 
estimulado en algunos tipos de cáncer. Los resultados sugieren que las diferencias 
observadas en la fosforilación del eIF4E podrían ser debidas a la activación de distintas 
cascadas de señalización como las vías de MAPK (ERK1/2 y p38 MAPK), que activan a 
MNK1 por fosforilación de las treoninas del bucle de activación, y la vía 
PI3K/AKT/mTOR, que inhibe a 4E-BP1 y aumenta la cantidad del eIF4E disponible para 
ser fosforilado. Efectivamente, nuestros resultados muestran claras diferencias en la 
Discusión 
 117 
activación de estas dos vías en las diferentes líneas celulares, que podrían explicarse 
por sus características moleculares específicas. 
 
Se ha descrito que las células MCF7 tienen la proteína PTEN funcional, 
mutaciones en la isoforma de PI3K con subunidad catalítica α (PIK3CA) y 
sobreexpresión de AKT1 (Hollestelle y col., 2010). Las mutaciones en el gen PIK3CA son 
comunes en cáncer de mama (Bachman y col., 2004) y suelen conllevar activación 
constitutiva de AKT, S6K y 4E-BP1 en modelos celulares (Kang y col., 2005). A pesar de 
esto y de la sobreexpresión de AKT1, nuestros resultados indican que estas células 
tienen poco activada la vía de señalización PI3K/AKT/mTOR, con lo que se produciría 
una menor fosforilación de 4E-BP1 que llevaría a que esta proteína se uniera más al 
eIF4E. De hecho, estas células presentan niveles altos del complejo 4E-BP1/eIF4E y 
tienen niveles bajos de fosforilación del eIF4E a pesar de tener activa la vía de MAPK 
(Figura 39A). 
 
Las células MDA-MB-231 tienen la proteína PTEN funcional, mutaciones en las 
proteínas B-Raf y K-Ras (Hollestelle y col., 2010). Además, presentan activación 
constitutiva de ERK (Fukazawa y col., 2002; Hoshino y col., 1999) y alta expresión de 
p38α respecto a otras líneas (Chrestensen y col., 2007b), lo que coincide con los 
resultados de este trabajo. Asimismo, estas células tienen activas las vías de 
señalización celular PI3K/AKT/mTOR y la de las MAPK, por lo que tendrían alta 
fosforilación de 4E-BP1 de modo que éste no se uniría al eIF4E que estaría disponible 
para formar parte de los complejos eIF4F (Figura 39B). En los ensayos de afinidad del 
eIF4G y 4E-BP1 por el eIF4E realizados en este trabajo, no pudimos estudiar la 
proporción del eIF4E unida a eIF4G al no disponer de buenos anticuerpos. En otros 
estudios se observa que las células MCF7 tienen niveles bajos de eIF4G/eIF4E, en 
comparación con otras líneas como las células MDA-MB-231, en las que se detectan 
niveles altos de este complejo y, además, tienen la proteína 4E-BP1 fosforilada de 
forma constitutiva (Avdulov y col., 2004). De acuerdo con estos resultados, aunque 
nosotros no hemos encontrado diferencias significativas en el complejo 4E-BP1/eIF4E 
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entre las células MCF7 y MDA-MB-231, es probable que los niveles de eIF4G/eIF4E 
sean superiores en las MDA-MB-231, por lo que dispondrían de más eIF4E libre para 






















La línea BT474 tiene la proteína PTEN funcional y mutaciones en la PIK3CA 
(Hollestelle y col., 2010). Hay estudios que indican que las células BT474 tienen niveles 
de fosforilación de AKT altos y superiores a los de las células MCF7 y MDA-MB-231 
(Dey y col., 2013; Sangai y col., 2012), lo que también ha sido corroborado en este 
trabajo. Además, otros investigadores han observado que los tumores de mama HER2+ 
tienen niveles más altos de fosforilación de AKT que los HER2- (Rojo y col., 2007) lo 
Figura 39.  Vías de señalización celular en MCF7 
(A), MDA-MB-231 (B) y BT474 (C). En verde se 
indica la activación de la vía, en rojo inhibición o 
menor activación y en gris se muestran las 
proteínas que no han sido analizadas. Las flechas 
moradas indican disminución de niveles totales 
de MNK1a (B), y de 4E-BP1, complejo 4E-
BP1/eIF4E, MNK1b (C). Los asteriscos indican que 
en esas familias de proteínas hay alguna 
mutación descrita. Las flechas discontinuas 
representan posibles relaciones.  Las células 
MCF7 tienen la vía de MAPK activada mientras 
que la de PI3K/AKT/mTOR menos activa. Las 
células MDA-MB-231 presentan ambas vías 
activas. Las células BT474 tienen la vía de MAPK 





























































































que coincide con que las células BT474 son HER2+ respecto a las MCF7 y MDA-MB-231 
que son HER2-. Las células BT474 tienen niveles de 4E-BP1 significativamente menores 
a los de las otras líneas y además, tienen más activa la vía PI3K/AKT/mTOR con lo que 
se produciría una mayor fosforilación de 4E-BP1 que impediría que ésta se uniera al 
eIF4E (Figura 39C). En estas células, la menor formación del complejo 4E-BP1/eIF4E 
sugiere que hay una mayor cantidad del eIF4E disponible para formar parte del 
complejo eIF4F y, en consecuencia, poder ser fosforilado por las quinasas. Este 
resultado explica los mayores niveles de fosforilación del eIF4E observados en esta 
línea. 
 
El estudio de las vías de señalización en las líneas celulares de cáncer de mama 
demuestra que la inhibición o no activación de la vía de las MAPK no impide la 
presencia de niveles altos del eIF4EP, como se observa en las células BT474. Esto indica 
que la vía de señalización PI3K/AKT/mTOR/4E-BP1, que regula la disponibilidad del 
eIF4E para la formación de los complejos eIF4F, es muy importante para la 
fosforilación del eIF4E. De hecho, en las células MCF7, que tienen menores niveles del 
eIF4EP respecto a las otras líneas celulares, esta vía de señalización está poco activa. 
Además de que la cascada de señalización PI3K/AKT/mTOR/4E-BP1 tenga un papel 
relevante en la fosforilación del eIF4E, también sería posible la participación de la 
fosforilación de MNK1b, ya que las células BT474 presentan altos niveles de 
fosforilación del eIF4E a pesar de los niveles bajos de MNK1b y la menor actividad de la 
vía de las MAPK. Puesto que no hemos podido determinar los niveles de fosforilación 
de MNK1b en las distintas líneas celulares, no sabemos si esta quinasa podría estar 
participando muy activamente en la fosforilación del eIF4E, ya sea por su actividad 
constitutiva, mediante la fosforilación de otros sustratos, porque la vía de señalización 
PI3K/AKT/mTOR/4E-BP1 la regule de algún modo o por algún mecanismo aún 
desconocido como la dimerización o la activación por otras quinasas. 
 
En cáncer de mama las mutaciones en la proteína PTEN son poco frecuentes, 
pero la pérdida de esta proteína, ya sea a causa de metilación de promotores, 
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eliminación de heterocigosidad o por cambios en la regulación a nivel de RNA o 
proteína, es más común (Stemke-Hale y col., 2008). Las células MCF7, MDA-MB-231 y 
BT474 tienen PTEN funcional y en niveles detectables por inmunodetección 
observándose que las células MCF7 presentan niveles de PTEN superiores a los de las 
células MDA-MB-231 (Kharmate y col., 2013; Sangai y col., 2012). Esto justifica que las 
células MCF7 tengan la vía PI3K/AKT/mTOR inhibida o poco activa a pesar de la 
sobreexpresión de AKT1 y la probable activación constitutiva de PI3K debido a la 
mutación en PIK3CA.  
 
Una proteína que también puede estar participando en la regulación de las vías 
de señalización celular es la PP2A, que es una Ser-Thr fosfatasa que inhibe las vías 
PI3K/AKT/mTOR y la de las MAPK. De este modo, cambios en PP2A pueden contribuir 
directamente al desarrollo del cáncer, aumento de crecimiento celular y disminución 
de apoptosis (Chen y col., 2004; Wang y col., 2004). PP2A regula negativamente la 
fosforilación del eIF4E y el ensamblaje del complejo eIF4F mediante la desfosforilación 
directa de las MNKs y del eIF4E, llevando a la reducción parcial de ciertas proteínas 
oncogénicas como c-Myc (Li y col., 2010). PP2A se encuentra muy expresada en MCF7 
y MDA-MB-231 (Keen y col., 2005). Hay estudios que indican que la actividad de PP2A 
es mayor en líneas celulares ER+, como las células MCF7, que en líneas celulares ER-, 
como la línea MDA-MB-231 (Gopalakrishna y col., 1999), lo que estaría de acuerdo con 
los menores niveles del eIF4EP en las células MCF7 respecto a los de las células MDA-
MB-231, pero no estaría de acuerdo con las células BT474, que son las que presentan 
mayores niveles del eIF4EP y son ER+. Aunque según esto, las células BT474 tuvieran 
niveles altos de PP2A, ésta podría tener modificaciones que la inactivaran, por lo que 
aumentaría la fosforilación del eIF4E. De hecho, se ha descrito que cuando la PP2A se 
fosforila en el residuo Tyr 307 se inactiva, perdiendo su actividad fosfatasa (Chen y col., 
1992; Longin y col., 2007) y que en tumores que sobreexpresan HER2 hay una alta 
fosforilación de este residuo lo que se relaciona significativamente con la progresión 




Por otra parte, no se puede descartar la implicación de MNK2 en la fosforilación 
del eIF4E. MNK1 y MNK2 están estrechamente relacionadas pero tienen diferencias en 
sus actividades basales y regulación. Así, MNK2 tiene una actividad basal más alta que 
MNK1, es menos sensible a las vías de señalización de ERK y p38, y se une con menor 
afinidad al eIF4G (Parra y col., 2005). No se sabe por qué existen dos quinasas que 
fosforilan al eIF4E pero que muestran actividades basales distintas. Se ha sugerido que 
los cambios en la fosforilación del eIF4E en respuesta a estímulos de crecimiento o 
estrés pueden estar regulados por MNK1, mientras que MNK2 sería responsable del 
mantenimiento de los niveles basales del eIF4EP, permitiendo la síntesis de proteínas 
esenciales para la supervivencia celular (Scheper y col., 2001). Es posible que en células 
tumorales la actividad de MNK2 sea mayoritaria para asegurar una mayor 
supervivencia celular y, por ello, no encontremos una correlación clara entre los 
niveles de las dos isoformas de MNK1 y los del eIF4EP. 
 
La línea celular MDA-MB-231 presenta mayor proliferación celular y actividad 
clonogénica que las líneas MCF7 y BT474, lo que coincide con datos de tumores 
pertenecientes al subtipo molecular TN que se caracterizan por tener altas tasas de 
proliferación y metástasis, así como peor pronóstico comparado con otros subtipos 
(Ossovskaya y col., 2011). Los inhibidores de MNK1 o de las cascadas de las MAPK que 
la activan tienen un efecto diferente sobre las tres líneas celulares. Así, el inhibidor de 
la p38, el SB203580, disminuye la actividad MTT de las células MCF7 y BT474, pero no 
afecta a las células MDA-MB-231. La disminución de la actividad MTT parece no estar 
mediada por la disminución de los niveles del eIF4EP, ya que éstos no disminuyen en 
presencia de SB203580 en ninguna de las tres líneas celulares. Este resultado, que 
parece sorprendente, podría explicarse porque el SB203580 puede promover un 
aumento de la interacción de MNK1 y eIF4G, como muestran otros trabajos (Morley y 
Naegele, 2003), lo que favorecería la fosforilación del eIF4E. Además, dado que p38 
tiene un amplio espectro de sustratos (Cargnello y Roux, 2011), el efecto del SB203580 




El U0126 (que inhibe a MEK, por lo que anula la activación de ERK1/2) produce 
una disminución significativa de la actividad MTT y reduce los niveles del eIF4EP en las 
tres líneas celulares. La disminución de la actividad MTT es mayor con U0126 que con 
el resto de inhibidores estudiados, probablemente debido a que la cascada de 
señalización de ERK es muy amplia y podrían verse afectados otros muchos sustratos 
(Yoon y Seger, 2006). Otros investigadores han demostrado que el U0126 inhibe el 
crecimiento de las células MDA-MB-231, que tienen activación constitutiva de ERK 
(Fukazawa y col., 2002) y, además, reduce la capacidad de formación de colonias en 
células MEF (fibroblastos embrionarios de ratón), que sobreexpresan HER2/3 
(Benlimame y col., 2005).  
 
El CGP57380, inhibidor específico de las MNKs, produce una disminución en los 
niveles del eIF4EP en las tres líneas celulares y en la actividad MTT de las células MCF7 
y MDA-MB-231, mientras que no afecta a las células BT474. La resistencia de las 
células BT474 podría deberse a que tienen altos niveles del eIF4EP, lo que amortiguaría 
la acción del inhibidor, pero esta hipótesis necesita ser corroborada. Las células MDA-
MB-231 son las más sensibles al inhibidor CGP57380 en cuanto a actividad MTT. Sin 
embargo, estos resultados no coinciden con los de otro trabajo en el cual, al utilizar 
CGP57380 en las mismas condiciones, se producía una inhibición moderada (20-30%) 
de la actividad MTT en las células BT474 y MDA-MB-231 y resistencia en las células 
MCF7 (Wheater y col., 2010). Esta discrepancia podría deberse a la diferente 
sensibilidad de las células en función de las condiciones del cultivo y del número de 
pases al que se les haya sometido. Un hecho que puede explicar que las células MDA-
MB-231 sean las más sensibles al CGP57380 es que presentan los niveles más bajos de 
MNK1a. Para comprobar esta hipótesis, se estudió si la sobreexpresión de MNK1a y 
MNK1b, de forma transitoria y estable, en células MDA-MB-231 tratadas con 
CGP57380 producía una reversión del efecto. Aunque los resultados obtenidos no son 
concluyentes, sí se observa un pequeño efecto del inhibidor, lo que sugiere que la 
sobreexpresión de las MNKs podría disminuir la sensibilidad al CGP57380 de estas 
células (Figura 23).  
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El inhibidor de MNK CGP57380 inhibe de manera significativa la capacidad de 
formación de colonias en las líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231, lo que indica que 
las MNKs juegan un papel importante en la capacidad clonogénica de estas células. 
Esto podría explicarse porque al inhibir las MNKs, disminuyen los niveles del eIF4EP lo 
que regula la traducción específica de genes implicados en la proliferación celular. 
Existen resultados previos que demuestran que el CGP57380 disminuye el número de 
colonias en diferentes líneas de mama (Chrestensen y col., 2007b). 
Sorprendentemente, en este trabajo, y al contrario de lo que ocurre en nuestros 
ensayos, las células MCF7 son resistentes al inhibidor. Por otra parte, existen 
diferentes trabajos que demuestran que la sobreexpresión de eIF4Es mutados, 
incapaces de fosforilarse (Topisirovic y col., 2004), la transfección con siRNAs para 
eIF4E (Soni y col., 2008), y el tratamiento con el inhibidor del eIF4E, ribavirina 
(Pettersson y col., 2011), también disminuyen el número de colonias en diferentes 
líneas celulares. 
 
 La obtención de inhibidores de las quinasas MNKs que permitan bloquear su 
actividad reduciendo la fosforilación del eIF4E, la proliferación y la supervivencia 
celular, podría permitir el tratamiento de distintos procesos tumorales en los que estas 
proteínas estuviesen implicadas. Existen inhibidores de estas quinasas como el 
CGP57380, utilizado en este trabajo, y la cercosporamida, entre otros. Aunque el 
CGP57380 es un inhibidor de MNK (Knauf y col., 2001), hay estudios que han 
demostrado que este compuesto también inhibe otras quinasas tan potentemente 
como a MNK, por lo que no puede considerarse un inhibidor específico (Bain y col., 
2007). La cercosporamida es un inhibidor de las MNKs, y particularmente de MNK2, 
pero también tiene efecto inhibitorio sobre otras quinasas, aunque con menor 
potencia (Konicek y col., 2011). Además, se ha comprobado que un tratamiento 
prolongado con inhibidores de mTOR, como la rapamicina, en células tumorales, 
produce alta actividad de PI3K promoviendo supervivencia celular (Wang y col., 2007). 
Como los inhibidores de las quinasas MNKs ya existentes no son del todo específicos y 
resulta complicado conseguir siRNAs frente a MNK1b (O'Loghlen y col., 2004b), en este 
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trabajo nos propusimos seleccionar y caracterizar aptámeros que pudieran ser 
inhibidores de MNK1b, contribuyendo al tratamiento del cáncer y a determinar de 
forma específica el papel de MNK1b en la tumorogénesis. Por otra parte, estos 
aptámeros podrían utilizarse en el diseño de sistemas diagnósticos que permitiesen 
identificar MNK1b en tejidos tumorales. 
 
A pesar de que el proceso de selección de aptámeros se realizó frente a MNK1b 
y que se esperaban obtener aptámeros específicos frente a dicha quinasa, se sabía que 
era muy probable obtener aptámeros que también reconocieran a MNK1a, debido a 
las grandes similitudes entre ambas isoformas de la proteína. Aún así, no se llevaron a 
cabo estrategias para evitar esto porque se consideró interesante la obtención de 
aptámeros frente a ambas quinasas. 
 
Como se indica en la sección de Resultados, los aptámeros obtenidos a partir de 
la ronda 10 de selección, mostraban mayoritariamente un tamaño de 66-67 
nucleótidos, más corto que el de la población de partida. Puesto que este resultado era 
muy sorprendente, se decidió analizar por secuenciación masiva la ronda 7 (datos no 
mostrados) observándose que, ya en esta ronda, la mayoría de los aptámeros tenían 
66-67 nucleótidos y los aptámeros más frecuentes eran los mismos que los obtenidos 
en la ronda 10. La heterogeneidad de las secuencias obtenidas en estas rondas fue 
muy baja y una de las secuencias, la apMNK1, se encontró muy representada respecto 
al resto. 
 
Por otro lado, con el método de selección utilizado en este trabajo, no era 
posible discernir cuál de las dos cadenas era la específica, por lo que para cada 
secuencia se analizaron las dos cadenas en distintos tipos de ensayos. Una vez 
analizados los resultados obtenidos en los ensayos de ELONA, qPCR, actividad biológica 
in vitro e in vivo, y actividad MTT, se identificaron los aptámeros apMNK2F, apMNK3R 




El análisis de las secuencias de estos aptámeros reveló que todos ellos 
mostraban una riqueza en GC superior al 50%, lo cual sugiere una elevada estabilidad 
estructural. Por otra parte, el estudio bioinformático de las secuencias proporcionó los 
valores de energía libre y las estructuras secundarias más estables, así como la 
posibilidad de los distintos aptámeros de formar estructuras G-cuádruplex. En nuestro 
laboratorio, hemos observado que los aptámeros que presentan valores de energía 
libre más altos y, en consecuencia, serían termodinámicamente más inestables, son los 
que suelen presentar estructuras G-cuádruplex, lo que les permitiría incrementar su 
estabilidad. Esto ocurre para los aptámeros seleccionados, ya que apMNK2F y 
apMNK3R, que presentan energía libres relativamente altas, son los que tienen la 
posibilidad de formar G-cuádruplex. Es razonable pensar que los aptámeros deben 
tener una elevada estabilidad, lo que es importante para su posterior aplicación en 
sistemas biológicos, ya que es necesario que entren en las células y alcancen sus 
proteínas dianas sin ser degradados. 
 
Otro aspecto importante de los aptámeros, además de su estabilidad, es su 
tamaño. Es de esperar que si el aptámero es más pequeño, le será más fácil entrar en 
las células y unirse a su diana. Con objeto de reducir el tamaño del aptámero 
apMNK2F, se realizó un análisis de su estructura secundaria, observándose que existen 
regiones de la secuencia que no formaban parte de la estructura del aptámero. En 
consecuencia, dichas secuencias se eliminaron diseñándose un aptámero apMNK2F 
truncado, que constaba de 48 nucleótidos en lugar de los 75 del aptámero original. El 
análisis mediante ELONA indicó que este aptámero apMNK2F truncado reconocía a 
MNK1b igual que el aptámero apMNK2F (datos no mostrados) aunque sería necesario 
realizar otros tipos de ensayos para comparar ambos aptámeros y analizar su posterior 
aplicación. El hecho de reducir el tamaño del aptámero sin alterar su estabilidad podría 
ser una ventaja para su utilización en organismos vivos ya que la entrada en las células 




Los estudios dirigidos a determinar la especificidad de los aptámeros muestran 
que todos reconocen ambas isoformas de la proteína, aunque se unen con mayor 
afinidad a MNK1b. Resulta interesante el hecho de que los aptámeros reconocen el 
mutante MNK1aΔ77, que tiene el mismo tamaño que MNK1b pero su secuencia 
corresponde a la de MNK1a, de forma similar a MNK1b, mientras que el mutante 
MNK1ΔCt, que carece de los 89 aminoácidos del extremo C-terminal, presenta un 
reconocimiento significativamente menor. Esto podría indicar que la secuencia a la que 
se unen los aptámeros estaría localizada en la región comprendida entre los 

















Aunque todos los aptámeros son capaces de reconocer y/o unirse a MNK1, no 
hemos sido capaces de determinar un efecto claro de los mismos sobre la actividad 
quinasa de la proteína. Los resultados muestran que sólo apMNK3R produce una 
inhibición significativa de la actividad quinasa in vitro. Sin embargo, en los ensayos en 
los que se valora la fosforilación del eIF4E en células transfectadas con aptámeros, no 
Figura 40. Esquema de MNK1a, MNK1b, MNK1aΔ77 y MNK1ΔCt y el posible lugar de interacción 















































































































se detecta disminución de esta fosforilación, observándose incluso un aumento en el 
caso de los aptámeros apMNK3R y apMNK4R. Estos resultados son contradictorios ya 
que, aunque parece que el aptámero apMNK3R tiene algún efecto inhibitorio sobre un 
péptido fosforilable por distintas quinasas, no parece inhibir la fosforilación del eIF4E 
en las condiciones utilizadas en nuestros ensayos. Por tanto, no se puede descartar 
que apMNK3R pueda tener algún efecto en la fosforilación de sustratos distintos al 
eIF4E. 
 
Los aptámeros apMNK2F, apMNK3R y apMNK4R disminuyen la actividad MTT 
en las células MDA-MB-231 de forma dependiente de la concentración, con valores de 
IC50 de 15 nM para apMNK2F, 20.5 nM para apMNK3R y 20 nM para apMNK4R, con lo 
que tienen un efecto antiproliferativo. Recientemente, se ha descrito que las 
retinamidas, un tipo de agentes bloqueantes del metabolismo del ácido retinoico, son 
capaces de degradar a MNK1, bloquear la fosforilación del eIF4E, inhibir la 
proliferación celular, disminuir la formación de colonias, inducir apoptosis e impedir la 
invasión tumoral en células de cáncer de mama pertenecientes a los subtipos 
moleculares TN (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y HER2 (SKBR3). Los ensayos de 
actividad MTT realizados en esas líneas celulares con distintas retinamidas mostraron 
valores de IC50 en el rango µM, la línea MDA-MB-231 tratada con CGP57380 presentó 
un valor de 36.3 µM y con cercosporamida, de 43.65 µM (Ramalingam y col., 2014)  
mientras que en nuestro trabajo los aptámeros apMNK2F, apMNK3R y apMNK4R 
presentan valores de IC50 de un orden de magnitud inferior (nM). 
 
No sabemos con exactitud el mecanismo biológico que está mediando la 
disminución de la viabilidad celular y del número de colonias producida por los  
aptámeros apMNK2F, apMNK3R y apMNK4R en las células MDA-MB-231. Los 
resultados obtenidos muestran que los distintos aptámeros no afectan a los niveles de 
fosforilación del eIF4E. Este resultado podría explicarse debido a que, como 
demostramos en los ensayos realizados utilizando siRNAs (Figura 38), la fosforilación 
del eIF4E en las células MDA-MB-231 está mediada principalmente por MNK2 y no por 
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MNK1. Sería interesante realizar este estudio en las otras líneas celulares de mama y 
comprobar que los aptámeros estudiados no reconocen a MNK2. Sin embargo, no 
podemos descartar que el efecto de los aptámeros sea específico de MNK1 regulando 
la fosforilación de otros sustratos de las MNKs, como hnRNP A1, PSF y Sprouty 2, que 
también están implicados en tumorogénesis. Hay estudios que indican que hnRNP A1 
está sobreexpresada en líneas celulares de carcinoma hepatocelular y promueve 
invasión tumoral (Zhou y col., 2013) y que la expresión de hnRNP A1 está alterada en 
cáncer renal afectando al procesamiento alternativo de genes relacionados con el 
crecimiento tumoral (Piekielko-Witkowska y col., 2010). La proteína PSF participa en la 
supervivencia y el crecimiento de células de cáncer de colon (Tsukahara y col., 2013) y 
sprouty interviene en la regulación del cáncer de próstata (Patel y col., 2013) siendo 
también factor pronóstico en cáncer de mama, especialmente en pacientes tratados 
con trastuzumab (Faratian y col., 2011). 
 
La obtención de aptámeros, inhibidores y agentes bloqueantes de MNK y eIF4E, 
aplicados solos o combinados entre ellos, constituyen estrategias esperanzadoras para 
el tratamiento del cáncer de mama, especialmente en aquellos subtipos moleculares 

















































































1. La proteína quinasa MNK1b puede considerarse un marcador de tumores HER2 
negativos, ya que existe una correlación inversa entre la sobreexpresión de HER2 y 
la de MNK1b en tumores de mama. El aumento en la expresión de MNK1b podría 
deberse a alteraciones en la funcionalidad de las proteínas reguladoras y/o a 
mutaciones en el mRNA, que estimulen el procesamiento alternativo. 
 
2. No existe una correlación entre la fosforilación global del eIF4E en las células 
tumorales y los niveles de expresión de MNK1b. Sin embargo, no puede 
descartarse la participación de MNK1b en la fosforilación diferencial del eIF4E en 
los distintos compartimentos celulares o en la fosforilación de otros posibles 
sustratos aún sin identificar. 
 
3. La vía de señalización de PI3K/AKT/mTOR/4E-BP1, que regula la disponibilidad del 
eIF4E a través de la fosforilación de 4E-BP1, parece ser la máxima responsable de 
los altos niveles de fosforilación del eIF4E en las células BT474, en las que las vías 
de las MAPKs están inhibidas. En este caso, las quinasas responsables de la 
fosforilación del eIF4E serían MNK1b y/o MNK2, que tienen una actividad 
independiente de fosforilación por las MAPKs. 
 
4. Los aptámeros apMNK2F y apMNK3R pueden considerarse buenos candidatos 
para ser utilizados como moléculas de biorreconocimiento en sistemas 
diagnósticos de tumores de mama, ya que, aunque reconocen las dos isoformas 
de MNK1, se unen a MNK1b con mayor afinidad. Este hecho se debe a que el 
dominio de unión de los aptámeros a la quinasa está localizado en la región 
comprendida entre los aminoácidos comunes a ambas isoformas y la región 
específica de MNK1b (MNK1bSR). 
 
5. Los aptámeros apMNK2F, apMNK3R y apMNK4R podrían ser utilizados en el futuro 
desarrollo de sistemas terapéuticos, ya que son capaces de disminuir la 
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The human MAP kinase-interacting kinases, MNKs, comprise a group of four 
proteins derived from two genes by alternative splicing (MNK1 and MNK2). Both 
MNK1a and MNK2a possess a longer C-terminal region than the “b” isoforms, which 
lack the MAP kinase-binding region. The N-termini of all the forms contains a polybasic 
region which binds importin α, and the scaffold protein, eukaryotic initiation factor 4G 
(eIF4G). MNK isoforms differ markedly in their activity, regulation, and subcellular 
localization. Human MNK1b mRNA is almost identical to human MNK1 mRNA lacking 
the region corresponding to exon 12, which causes a change in the reading frame and 
generates a stop codon. The resulting protein lacks the last 89 amino acid residues at 
the C-terminal region which are replaced by 12 residues with an entirely new 
sequence, called MNK1b-specific region (MNK1bSR). MNK1b has a higher basal activity 
than MNK1a (O'Loghlen y col., 2007). The best-characterised MNK substrate is the 
eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E). In the cytoplasm, eIF4E is required for cap-
dependent translation. eIF4E binds the 5’ cap structure of the eukaryotic cytoplasmic 
mRNAs and subsequently recruits the mRNA to the ribosome (Gingras y col., 1999). 
eIF4E is one of the components of the eukaryotic initiation factor 4F (eIF4F), which 
consists of three subunits in higher eukaryotic: eIF4E, eIF4A, an ATP-dependent RNA 
helicase, and eIF4G. In order to phosphorylate efficiently eIF4E at serine 209, MNKs 
have to bind to the C-terminal region of eIF4G (Pyronnet y col., 1999). In the nucleus, 
eIF4E promotes the export of a subset of mRNAs, several of them involved in cancer 
progression. Other substrates for the MNKs, such as phospholipase A2 (Hefner y col., 
2000), hnRNP A1 (Buxade y col., 2005), PSF (polypyrimidine tract-binding protein 
(PTB)-associated splicing factor) (Buxade y col., 2008a), and sprouty (DaSilva y col., 
2006) have been also reported. Although some time ago it was suggested that eIF4G is 
a substrate for phosphorylation by the MNKs (Pyronnet y col., 1999), no further 
information has become available about the location of the phosphorylation sites or 
the functional significance of these modifications.  Moreover, there is evidence that 
MNKs play a key role in the control of TNFα production and in the stress response, 
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probably through phosphorylation of hnRNP A1 that binds the regulatory AU-rich 
elements (ARES) of the 3’UTR of its mRNAs (Buxade y col., 2005). 
 
eIF4E is often overexpressed in human cancers and associated with worse 
clinical outcome and decreased survival (De Benedetti y Graff, 2004). Several recent 
studies suggest that the increased phosphorylation of eIF4E at serine 209 may be a key 
factor in the tumoral progression (Fan y col., 2009). Breast cancer is one of the most 
challenging diseases, endangering the health of females worldwide, with the highest 
incidence found in developed countries. It is a complex disease that includes very 
different clinical, morphological and molecular entities. Breast tumors have been 
classified into 4 molecular subtypes: luminal A, luminal B, triple negative and HER2 
enriched (Eroles y col., 2012; Perou y col., 2000; Sotiriou y col., 2003). A major 
challenge in breast cancer care is the identification of reliable biomarkers that improve 
early diagnosis, screening, prediction of outcome, therapeutic response, toxicity and 
identification of novel target therapies.  
 
Aptamers are single-stranded oligonucleotides (ssDNA or RNA) that bind to 
targets with high affinity and selectivity. Based on their three-dimensional structures, 
aptamers can well-fittingly bind to a wide variety of targets from single molecules to 
complex target mixtures or whole organisms. Aptamers are selected by an in vitro 
method called systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX). The 
use of aptamer as molecular recognition elements has emerged as a viable approach 
for biosensing, diagnostics and therapeutics (McKeague y Derosa, 2012). In some cases 
aptamers have the potential to inhibit the biological function of the target molecule 










The objectives proposed in this study are the following:  
 
1. Characterize the molecular mechanisms implicated in MNK1b-mediated 
tumorogenic activity and determine the role of MNK1b as tumoral biomarker and 
therapeutic target in breast cancer. 
 
2. Identify specific aptamers against MNK1b and characterize their potential as 




Thirty-five samples from breast cancer and normal tissues, corresponding to 
luminal A (LA), luminal B (LB), triple negative (TN) and HER2 molecular subtypes, and 
three cell lines (MCF7, MDA-MB-231 and BT474), representing the major molecular 
subtypes of breast cancer (luminal A, triple negative and luminal B, respectively), were 
analysed in this study.  
 
In the LA samples, the MNK1a levels were higher than in normal tissues 
samples, whereas in LB, TN and HER2, MNK1a levels were similar in both tissues. There 
is a parallelism between the results obtained with breast cancer tissues samples and 
cell lines, since MNK1a levels are high both in LA breast cancer tissues and MCF7 cells. 
In addition, there is an inverse correlation between MNK1b overexpression and HER2 
overxpression although the causes are unknown. 
 
eIF4E expression and eIF4E phosphorylation are significantly increased in breast 
cancer tissues samples compared to normal tissues. Analysing the molecular subtypes, 
eIF4E expression is increased in LA, LB and HER2 whereas this increment is not 
statistically significant in TN subtype. This result coincides with the lower eIF4E 
expression in MDA-MB-231 cells compared to the other cell lines. Furthermore, eIF4E 
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phosphorylation is increased in TN breast cancer tissues samples, which agrees with 
the results obtained using MCF7 and MDA-MB-231 cells. Interestingly, there is not a 
parallelism between eIF4EP and MNK1a/b expression either in the cell lines or the 
breast cancer tissues samples. 
 
The study of the different phosphorylation pathways shows that MAPK 
pathway is much activated in MCF7 cells, both MAPK and PI3K/AKT/mTOR pathways 
are activated in MDA-MB-231 cells, and PI3K/AKT/mTOR pathway is activated in BT474 
cells. Interestingly, MDA-MB-231 cells show higher cell proliferation and clonogenic 
activity than MCF7 and BT474 cells.  
 
SB203580, a p38 inhibitor, reduces MTT activity in MCF7 and BT474 cells but it 
does not affect MDA-MB-231 cells. The decrease in MTT activity seems not to be 
mediated by eIF4E phosphorylation. U0126, a MEK inhibitor, reduces MTT activity and 
eIF4E phosphorylation in MCF7, MDA-MB-231 and BT474 cells. CGP57380, a MNK 
inhibitor, decreases eIF4E phosphorylation in the three breast cancer cell lines and 
MTT activity and colony forming capacity in MCF7 and MDA-MB-231, whereas it does 
not affect BT474 cells. 
 
We have identified apMNK2F, apMNK3R and apMNK4R aptamers which 
recognize both MNK1 isoforms. These aptamers reduce MTT activity and colony 
forming capacity in MDA-MB-231 cells and have an antiproliferative effect. However, 












1. MNK1b can be considered a negative HER2 biomarker since there is an 
inverse correlation between MNK1b overexpression and HER2 overexpression in 
breast tumors. The increase in MNK1b expression could be caused by alterations in 
regulatory proteins and/or mRNA mutations that stimulate alternative splicing.  
 
2. There is not a correlation between eIF4E global phosphorylation and MNK1b 
expression in tumour cells. Nevertheless, we cannot discard the role of MNK1b in 
differential eIF4E phosphorylation in distinct cellular compartments or in other 
unknown substrates phosphorylation. 
 
3. The pathway PI3K/AKT/mTOR/4E-BP1, that regulates eIF4E availability 
through 4E-BP1 phosphorylation, seems to be responsible for high eIF4E 
phosphorylation in BT474 cells, which have inhibited the MAPK pathway. In this case, 
the kinases that phosphorylate eIF4E would be MNK1b and/or MNK2 whose 
phosphorylation is independent of MAPK. 
 
4. apMNK2F and apMNK3R aptamers can be considered good candidates to be 
used in breast cancer diagnostic systems. Although these aptamers bind both MNK1 
isoforms, they bind MNK1b with more affinity. This is due to the fact that aptamers 
bind to the kinase in the region located between the last amino acids common to both 
isoforms and the specific region of MNK1b (MNK1bSR). 
 
5. In the future, the apMNK2F, apMNK3R and apMNK4R aptamers could be 
used in the development of therapeutic systems, as they can reduce proliferation and 
clonogenic activity in breast cancer cells.   
 
  
 
 
 
 
